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(I) 



^2 (57) Abstract: The invention concerns compounds of general formula (I) (wherein R and R* represent an alkyl radical or an aryl 
^ group and R" is hydrogen or a CO-R 1 group wherein R 1 is an alkyl radical or an aryl group; and the dimers formed by the disulphide 
bond from one and/or the other of the two sulphur atoms of the compounds of general formula (I); and the corresponding thiazolidin 
forms), the methods for preparing them and uses thereof. More particularly, it concerns the use of said compounds as antioxidant 
fs| agents, in particular for preparing medicines designed to increase the intracellular and/or extracellular level of glutathione (GSH). 

^ (57) Abregl: La prfsente invention concerne des composes de formule generate (I) (dans laquelle R et R* repre*sentent un radical 
S alkyle ou un groupe aryle et R" est Thydrogene ou un groupe CO-R 1 dans lequel R 1 est un radical alkyle ou un groupe aryle; ainsi 
que les dimeres forme's par un pont disulfure partir de Tun et/ou r autre des deux atomes de soutre des composes de formule gene- 
Q rale I; ainsi que les formes thiazolidines correspondantes), leurs procetfes de preparation ainsi que leurs utilisations. EUe concerne 
phis particulierement Tutilisation de ces compose* en tant qu'agents antioxydants, notamment pour la preparation de meVIicaments 
destines a augmenter le taux intracellulaire et/ou extracellulaire de glutathion (GSH). 
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NOUVEAUX ANTI OXYD ANTS , PROCEDES DE PREPARATION ET 

UTILISATIONS. 

5 La presente invention concerne de nouveaux composes a activite 

antioxydante, leurs precedes de preparation et leurs utilisations 
notamment pour la preparation de medicaments destines a augmenter 
le taux intracellulaire et/ou extracellulaire de glutathion (GSH). 

De plus en plus de travaux montrent que les especes reactives de 

10 Toxygene jouent un role important dans de multiples processus 
biologiques et notamment dans le developpement de multiples 
pathologies humaines et plus particulierement dans les infections 
retrovirales par le virus de l'immunodeficience humaine (VIH). 

Les especes reactives de l'oxygene (ERO, ion superoxyde, peroxyde 

15 dTiydrogene, ion hypochloreux, radicaux hydroxyles, etc..) sont des 
produits naturels dont l'origine est variable; elles proviennent des 
cellules inflammatoires activees, des cellules metabolisant des 
xenobiotiques ou des cellules exposees a des milieux environnementaux 
particuliers tels la fumee de cigarette. 

20 Diverses substances sont connues pour avoir une activite de 

piegeur de ces especes reactives de l'oxygene au niveau intracellulaire 
ou extracellulaire. 

On peut citer par exemple le glutathion qui est un tripeptide (L-y- 
glutamyl-L-cysteinylglycine, GSH) trouve dans toutes les cellules 

25 eucaryotes. II est synthetise et degrade dans la cellule, principalement 
via sa forme reduite, le GSH. Ce tripeptide reduit, qui prend part a de 
nombreuses fonctions cellulaires comme par exemple, la synthese 
proteique et nucleique, et le transport d'acides amines, constitue le 
principal mecanisme de defense intracellulaire contre le stress oxydatif. 

30 Les facteurs qui favorisent la formation d'especes reactives de l'oxygene 
conduisent a la consommation des reserves de glutathion. 
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La N-acetyl- L-cysteine (NAC) est connue depuis de nombreuses 
annees comme medicament pour la cornee, comme antidote a 
l'empoisonnement par l'acetaminophene et comme agent mucolytique 
en coupant les liaisons disulfures dans les mucoproteines. Parce que la 
5 NAC est utilisee therapeutiquement dans de multiples pathologies dans 
lesquelles les oxydants semblent jouer un role, il a ete suggere qu'elle 
fonctionne comme un antioxidant. Le mecanisme d'action de la NAC 
repose sur son aptitude a reduire la cystine extracellulaire en cysteine 
ou a etre une source de metabolites SH (fonction thiol). Comme source 

10 de groupes SH, la NAC stimule la synthese de GSH, augmente 1'activite 
glutathione-S-transferase, favorise la detoxification et agit directement 
sur les especes oxydantes reactives. La NAC et pair extension les 
variants acyles de l'acide amine L-cysteine sont une excellente source 
de groupes SH et sont convertis dans l'organisme en metabolites 

15 capables de stimuler la synthese de glutathion, favorisant ainsi la 
detoxification et agissant directement comme piegeurs d'especes 
reactives de l'oxygene. 

Compte-tenu du role central du GSH dans les mecanismes de 
detoxification cellulaire, de nombreuses alternatives visant a remonter 

20 son taux intracellulaire ont ete envisagees comme strategic 
therapeutique adjuvante dans de nombreuses pathologies humaines et 
plus particulierement dans 1' infection par le virus de l'immunodeficience 
humaine (VIH) au cours des dernieres annees (WO 92/21368; WO 
95/10268; US 4 927 808; US 5 580 577). Tout d'abord, les approches 

25 ont cherche a supplementer la molecule deficiente. Elles ont ensuite 
vise a alimenter le cycle du y-glutamyl. Ainsi, la L-cysteine, le GSH lui- 
meme, la NAC, Tacide 2-oxothiazolidine-4(R)-carboxylique (OTC), et la 
cysteamine (MEA), dont les formules sont reproduites ci-apres, ont ete 
testes comme adjuvants potentiels aux antiretroviraux dans le 

30 traitement des infections par le VIH. 




H3COC-HN, _^C0 2 H 



HS 
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Les effets benefiques de ces molecules ont ete limites in vivo par 
5 une faible biodisponibilite, une metabolisation trop rapide, et des 
concentrations administrates insuffisantes. La NAC par exemple est 
une molecule relativement labile qui, lors de sa rapide degradation, 
relargue des composes contenant des sulfures malodorants tels l'H 2 S. 
Ce probleme d'instabilite a limite Tutilisation de la NAC, ou d'autres 
10 composes fournisseurs d'une source de -SH, tels que la L-cysteine ou 
ses variants acyles, pour la preparation de formulations utilisables en 
pharmacie, dermatologie ou cosmetique. 

Les inventeurs ont maintenant mis au point de nouveaux 
composes, susceptibles d'agir sur le taux intracellulaire ou 
15 extracellulaire de glutathion, qui ne presentent pas Vinstabilite qui a ete 
constatee pour les produits connus. C'est pourquoi, la presente 
invention a pour objet les composes de formule generale (I) suivante: 



20 




S-CO-R' 



R"-S (1) 



et dans laquelle: 

25 - R et R' representent independamment un radical alkyle en C1-C7, 
lineaire ou ramifie, ou un groupe aryle non substitue ou substitue 
par un ou plusieurs radicaux choisis parmi les halogenes, les 
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radicaux alkyles en C1-C3 lineaires ou ramifies, et les radicaux -OH 
(hydroxy le). 

- R" est lTiydrogene ou un groupe CO-R 1 dans lequel R 1 est un radical 
alkyle en C1-C7 lineaire ou ramifie, ou un groupe aryle non substitue 



halogenes, les radicaux alkyles en C1-C3 lineaires ou ramifies, et les 
radicaux -OH ; 

ainsi que les dimeres formes par un pont disulfure a partir de Tun 
et/ou l'autre des deux atomes de soufre de la molecule de formule 
10 generale I constitue par les radicaux R" ou par les radicaux R'CO- des 
deux molecules ainsi que les formes thiazolidines correspondantes. 

De preference, les radicaux alkyles R, R' et R" sont en C1-C3. Les 
halogenes sont de preference le chlore et le fluor. 

Dans ces composes, la NAC et la MEA sont associees et protegees ou 
15 non par des groupements biolabiles. 

Selon un mode prefere de realisation, la presente invention concerne 
un compose de formule generale I tel que R est un groupe methyle (- 
CH3). Dans un mode plus prefere de realisation, la presente invention 
concerne un compose de formule generale I tel que R et R' sont des 
20 groupes methyles (-CH3). Dans le mode prefere de realisation, l'invention 
concerne le compose denomme N-(N-acetyl-L-cysteinyl)-S- 
acetylcysteamine appele ci-apres 1-152, tel que, dans la formule 
generale I, R et R' sont des groupes methyles (-CH3) et R" est 
1'hydrogene. 



5 



ou substitue par un ou plusieurs radicaux choisis parmi les 



25 



O 




1-152 



30 



Ce compose est particulierement interessant pour ses proprietes qui le 
rendent actif pour le traitement et/ou la prevention de pathologies ou 
de troubles lies a une depletion en glutathion intra et/ou 
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extracellulaire, notamment le traitement des infections virales et plus 
particulierement les infections par le virus de l'immunodeficience 
humaine (VIH). 

Selon un autre mode prefere de realisation, l'invention concerne le 
5 compose denomme N-(N,S-Bis-acetyl-L-cysteinyl)-S-acetylcysteamine, 
appele ci-apres M76, tel que, dans la formule generale I, R et R' sont 
des groupes methyles (-CH 3 ) et R" est un groupe acetyle (-COCH3). 

Selon un autre mode prefere de realisation, l'invention concerne le 
compose denomme N-(N-acetyl-S-isobutyryl-L-cysteinyl) -S-acetylcyste- 
10 amine, appele ci-apres M77, tel que dans la formule generale I, R et R' 
sont des groupes methyles (-CH3) et R" est un groupe isobutyryle (- 
COCH(CH 3 )2). 

Selon un autre mode prefere de realisation, l'invention concerne le 
compose denomme N-(N-acetyl-S-pivaloyl-L-cysteinyl)-S-acetylcyste- 
15 amine, appele ci-apres 1-178, tel que dans la formule generale I, R et R 
sont des groupes methyles (-CH3) et R" est un groupe pivaloyle (- 
COC(CH 3 ) 3 ). 

C'est egalement un des objets de la presente invention de fournir 
un compose de formule generale I dans lequel R est un groupe methyle 

20 (-CH3) et R est selectionne parmi le groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2), 
tertiobutyle (-C(CH 3 )3) et phenyle (-CeHs); un tel compose presente de 
preference un groupe R" selectionne parmi lTiydrogene (-H), le groupe 
acetyle (-COCH3), le groupe isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ), le groupe 
pivaloyle (-COC(CH 3 )3), le groupe benzoyle (-CO-C 6 H 5 ). Plus 

25 particulierement l'invention vise a fournir le compose ci-apres 
denomme: 

• 1-188 tel que dans la formule generale I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2) et R" est lTiydrogene 
(-H). 

30 • 1-189 tel que dans la formule generale I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2) et R" est le groupe 
acetyle (-COCH 3 ). 
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• 1-190 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2) et R" est le groupe 
isobutyryle (-COCH(CH 3 )2). 

• 1-191 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
5 CH 3 ), R' est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ) et R" est le groupe 

pivaloyle (-COC(CH 3 ) 3 ). 

• 1-192 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ) et R" est le groupe 
benzoyle (-CO-C 6 H 5 ). 

10 • 1-193 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est ITiydrogene (- 
H). 

• 1-194 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R" est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est le groupe 

15 acetyle (-COCH 3 ). 

• 1-195 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est le groupe 
isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ). 

• M96 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
20 CH 3 ), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est le groupe 

pivaloyle (-COC(CH 3 ) 3 ). 

• 1-197 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est le groupe 
benzoyle (-CO-CeHs). 

25 • 1-198 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe phenyle (-C 6 H 5 ) et R" est ttiydrogene (-H). 

• 1-199 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe phenyle (-C 6 H 5 ) et R" est le groupe acetyle (- 
COCH 3 ). 

30 • 1-200 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH 3 ), R' est un groupe phenyle (-C 6 H S ) et R" est le groupe 
isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ). 
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• 1-201 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH3), R' est un groupe phenyle (-CeHs) et R" est le groupe pivaloyle (- 
COC(CH 3 ) 3 ). 

• 1-202 tel que dans la formule generate I, R est un groupe methyle (- 
CH3), R' est un groupe phenyle (-C6H5) et R n est le groupe benzoyle (- 
CO-C 6 H 5 ). 

C'est egalement un des objets de la presente invention de fournir 
un compose de formule generate I qui constitue un intermediate dans 
la synthese du compose 1-152, de ses derives acyles ou de ses 
analogues. Ainsi, Tinvention concerne egalement le compose de formule 
generate I denomme 10 dans lequel R est un groupe methyle (-CH3), R' 
est le groupe isopropyle (-CH(CH3)2) et R" est un groupe trityl. 
L'invention concerne egalement le compose de formule generate I 
denomme 11 dans lequel R est un groupe methyle (-CH3), R' est le 
groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est un groupe trityl. L'invention 
concerne egalement le compose de formule generate I denomme 12 dans 
lequel R est un groupe methyle (-CH3), R' est le groupe phenyle (- 
CeHs) et R" est un groupe trityl. 

C'est egalement un des objets de la presente invention de fournir 
un compose de formule generate I dans lequel R est un groupe 
isopropyle (-CH(CH3)2) ; un tel compose de l'invention se caracterise de 
preference en ce que R' est selectionne parmi le groupe methyle (-CH3), 
isopropyle (-CH(CH 3 )2), tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et phenyle (-C 6 H 5 ); un tel 
compose presente de preference un groupe R" selectionne parmi 
ITiydrogene (-H), le groupe acetyle (-COCH3), le groupe isobutyryle (- 
COCH(CH 3 ) 2 ), le groupe pivaloyle (-COC(CH 3 )3), le groupe benzoyle (-CO- 
CeHs). Plus particulierement Tinvention vise a fournir le compose ci- 
apres denomme : 

• 1-203 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R' est un groupe methyle (-CH 3 ) et R" est ITiydrogene (- 
H). 
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• 1-204 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R' est un groupe methyle (-CH 3 ) et R" est le groupe 
acetyle (-COCH3). 

• 1-205 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R est un groupe methyle (-CH 3 ) et R" est le groupe 
isobutyiyle (-COCH(CH 3 ) 2 ). 

• 1-206 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R' est un groupe methyle (-CH 3 ) et R" est le groupe 
pivaloyle (-COC(CH 3 ) 3 ). 

• 1-207 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R est un groupe methyle (-CH 3 ) et R" est le groupe 
benzoyle (-CO-CaHs). 

• 1-208 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R* est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ) et R" est 
llrydrogene (-H). 

• 1-209 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R' est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ) et R" est le 
groupe acetyle (-COCH 3 ). 

• 1-210 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ) et R" est le 
groupe isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ). 

• 1-211 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R' est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ) et R" est le 
groupe benzoyle (-CO-CeHs). 

• 1-214 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R* est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est 
lTiydrogene (-H). 

• 1-215 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est le 
groupe acetyle (-COCH 3 ). 
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• 1-216 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 )3) et R" est le 
groupe isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ). 

• 1-217 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
5 (-CH(CH3)2), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH3)3) et R" est le 

groupe pivaloyle (-COC(CH 3 ) 3 ). 

• 1-218 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R' est un groupe tertiobutyle (-C(CH 3 ) 3 ) et R" est le 
groupe benzoyle (-CO-C6H5). 

10 • 1-219 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R* est un groupe phenyle (-C 6 H 5 ) et R" est lliydrogene (- 
H). 

• 1-220 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R' est un groupe phenyle (-CsHs) et R" est le groupe 

15 acetyle (-COCH 3 ). 

• 1-221 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 ) 2 ), R' est un groupe phenyle (-CeHs) et R" est le groupe 
isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ). 

• 1-222 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
20 (-CH(CH 3 ) 2 ), R' est un groupe phenyle (-CeHs) et R" est le groupe 

groupe pivaloyle (-COC(CH 3 ) 3 ). 

• 1-223 tel que dans la formule generate I, R est un groupe isopropyle 
(-CH(CH 3 )2), R' est un groupe phenyle (-CeHs) et R" est le groupe 
benzoyle (-CO-CeHs). 

25 C'est egalement un des objets de la presente invention de fournir 

un compose de formule generate I qui constitue un intermediaire dans 
la synthese du compose 1-152, de ses derives acyles ou de ses 
analogues. Ainsi, Tinvention concerne egalement le compose de formule 
generate I denomme 14 dans lequel R est un groupe isopropyle (- 

30 CH(CH 3 ) 2 ), R' est le groupe methyle (-CH 3 ) et R" est un groupe trityl. 
L'invention concerne egalement le compose de formule generate I 
denomme 15 dans lequel R est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2), R 1 est 
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le groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2), et R" est un groupe trityl. L'invention 
concerne egalement le compose de formule generate I denomme 16 dans 
lequel R est un groupe isopropyle (-CH(CH3)2), R' est le groupe 
tertiobutyle (-C(CH3)3) et R" est un groupe trityl. L'invention concerne 
5 egalement le compose de formule generale I denomme 17 dans lequel R 
est un groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2), R' est le groupe phenyle (-C 6 H 5 ) et 
R" est un groupe trityl. 

L'invention concerne egalement les differents composes de 
l'invention precedemment evoques sous la forme thiazolidine. Plus 
10 particulierement, l'invention concerne les composes 1-212 et 1-213 dont 
la formule chimique est donnee dans le schema 5 ci-apres. 

L'invention concerne les composes de formule I sous la forme 

libre. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 
15 preparation des composes de formule generale (I) selon des procedes 
analogues a ceux utilises en synthese peptidique. 

Selon un premier mode de preparation des composes de 
invention, le procede selon l'invention comprend les etapes suivantes: 

a) protection de la N-acyl-L-cysteine pour fournir le compose N- 
20 acyl-S-trityl-L-cysteine; 

b) couplage de la N-acyl-S-trityl-L-cysteine avec le chlorhydrate 
de S-acylcysteamine pour fournir le compose N-(N-acyl-S- 
trityl-L-cysteinyl)-S-acylcysteamine. 

Toujours selon un premier mode de preparation, les composes de 
25 Tinvention sous forme thiazolidine peuvent etre prepares selon le 
procede qui comprend les etapes suivantes : 

a) Protection de la N-acyl-L-cysteine pour fournir le compose N- 
acyl-S-trityl-L-cysteine ; puis 

b) Couplage de la N-acyl-S-trityl-L-cysteine protegee avec la 
30 thiazolidine. 

Les composes ainsi obtenus peuvent subir les etapes suivantes 

de : 
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c) Deprotection dudit compose obtenu a l'etape b) precedente, 
puis 

d) Liberation du thiol libre de formule (I). 

Ainsi, selon un mode prefere de realisation, le procede de 
5 preparation de composes de Tinvention comprend les etapes de : 

a) protection de la N-acyl-L-cysteine pour fournir le compose N- 
acyl-S-trityl-L-cysteine; 

b) couplage de la N-acyl-S-trityl-L-cysteine avec le chlorhydrate 
de S-acylcysteamine pour fournir le compose N-(N-acyl-S- 

10 trityl-L-cysteinyl) -S-acylcysteamine ; 

c) reaction de S-detritylation du compose N-(N-acyl-S-trityl-L- 
cysteinyl)-S-acyIcysteamine en solution methanolique et 
chloroformique avec un melange de nitrate d'argent, de 
pyridine et de methanol pour fournir le sulfure d'argent 

15 correspondant; 

d) mise en suspension dudit sulfure d'argent correspondant 
dans du chloroforme puis liberation du thiol libre en presence 
d'HCl ou d'H 2 S. 

Plus particulierement, la preparation du compose 1-152 de 
20 Tinvention peut etre realisee par le procede precedent ; pour ce faire, 
ledit compose N-acyl-S-trityl-L-cysteine de l'etape a) est le N-acetyl-S- 
trityl-L-cysteine et ledit chlorhydrate de S-acylcysteamine de l'etape b) 
est le chlorhydrate de S-acetylcysteamine. 

Une etape supplementaire de S-acylation peut etre adjointe au 
25 procede precedent pour la preparation de compose selon Tinvention. 

Selon un second mode de realisation, le procede selon l'invention, 
adapte pour la preparation du compose de formule generale I, dans 
laquelle R = R' et R" est un hydrogene, comprend les etapes suivantes: 
a) esterification de la fonction carboxylique de la N-Boc-L-serine 
30 (1) par la N-hydroxysuccinimide dans du N, N- 

dimethylformamide (DMF) en presence de 1,3- 
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dicyclohexylcarbodiimide (DCC) pour former 1'ester actif (1*); 
puis, 

b) condensation in situ de Tester actif forme (T) avec 
Tethanolamine (2) pour fournir le compose N-(N-Boc-L-seryl)-2~ 

5 aminoethanol (3); puis, 

c) reaction de Mitsunobu sur le compose (3) avec de la 
triphenylphosphine et du diisopropyl azodicarboxylate en 
presence d'acide thiocarboxylique dans le tetrahydrofuranne 
pour fournir le compose N-(N-Boc-S-acyl-L-cysteinyl)-S- 

10 acylcysteamine (4); dans le cadre de la preparation du 

compose 1-152, Tacide thiocarboxylique est Tacide 
thioacetique ; puis, 

d) deprotection du compose (4) avec l'acide trifluoroacetique. 
Dans un mode particulier de realisation, l'invention concerne 

15 deux precedes de preparation du compose 1-152. 

Le premier precede de preparation du compose 1-152 (Schema 1) 
correspond au precede de preparation du compose de formule generate 
(I) decrit precedemment et fait intervener la L-cysteine correctement 
protegee. Ce precede de preparation se caracterise en ce qu'il comprend 

20 les etapes suivantes (i) de couplage de la N-acetyl-S-trityl-L-cysteine (7) 
avec le chlorhydrate de S-acetylcysteamine pour fournir le compose N- 
(N-acetyl-S-trityl-L-cysteinyl)-S-acetylcysteamine (8); puis (ii) de reaction 
de S-detrytilation du compose N-(N-acetyl-S-trityl-L-cysteinyl)-S- 
acetylcysteamine en solution methanolique et chloroformique avec un 

25 melange de nitrate d'argent, de pyridine et de methanol pour fournir le 
sulfure d'argent correspondant (9); puis (iii) de mise en suspension 
dudit sulfure d'argent correspondant dans du chloroforme; puis (iv) de 
liberation du thiol libre en presence d'HCl ou d'H 2 S. 



30 
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10 



O 



H 3 COC-HW./C0 2 H a : Methode AouB H 3 COC-HH .J^ ^^n^S-COO^ 

H*\ ^.S-COc£ HA H 



) HC1 . H 2 N 

Tr-S 7 Tr-S 8 



b 



AgN0 3 , Pyr, 
MeOH 



O O 
H 3 COC-Htt, JL ^^S-COCH 3 c H3COC-HH, X ^.S-COCHj 



HS I152 Ag-S 



Schema 1 : Voie L 

Methode A: Couplage, via un anhydride mixte forme in situ, de la 
15 N-acetyl-S-trityl-L-cysteine (7) avec le chlorhydrate de S- 
acetylcysteamine; Methode B: meme reaction de couplage, via un ester 
active forme in situ, de 7. (b) S-detritylation avec formation du sulfure 
d* argent correspondant (c) Liberation du thiol libre. 

20 ■ La methode A est basee sur la formation, in situ, cTun anhydride 
mixte par reaction de 7 avec le chloroformiate d'isobutyle dans de 
1'AcOEt, en presence de N-methylmorpholine (NMM). L'anhydride est 
ensuite condense avec la S-acetylcysteamine, liberee de son 
. chlorhydrate par de la NMM, pour fournir 8 avec un rendement 
25 apres traitements de 55%. 

■ La methode B utilise, in situ, Tester actif N-succinimidyl de 7 qui 
apres condensation avec la S-acetylcysteamine, liberee de son 
chlorhydrate par de la NMM, permet d'obtenir 8 avec un rendement 
apres traitements de 70%. L'ester actif a ete forme par reaction de 
30 l'anhydride mixte precedent (Methode A) avec la N- 
hydroxysuccinimide dans de TAcOEt 
Le compose 8, en solution methanolique et chloroformique, est ensuite 
S-detrityle par traitement avec un melange constitue de nitrate d'argent, 
de pyridine et de methanol pour fournir le sulfure d 'argent 
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correspondant 9. Ce sulfure, qui peut etre isole, est alors mis en 
suspension dans du CHCb puis est additionne d'HCl (l'usage d*H 2 S 
conduit au meme resultat) pour liberer le thiol libre 1-152. 

Le second procede de preparation du compose 1-152 (Schema 2) 
utilise la L-serine, N-protegee par un t-butoxycarbonyl (Boc) (1), comme 
produit de depart. 

Roc-HN Boc-HN if 

HO I I HO 



O 

CH 3 CO-HN / n ^c.coCHa 



^X^s^S-COCI 



c 



HS 1-152 TFA 




Boc-HN 

if 

CH3CO-S' 4 



10 Schema 2 : Voie 2. (a) Couplage de la N-Boc-L-serine, via un ester active 
forme in situ, avec Vethanolamine. (b) Reaction de Mitsunobu, avec un 
thioacide, sur les alcools primaires avec passage en serie L-cysteine. (c) 
Deprotection de Vamine et transfert S^N du groupement acyle. 

15 Ce procede se caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes (i) 
d'activation de la fonction carboxylique de la N-Boc-L- serine (1) par la 
N-hydroxysuccinimide dans du DMF en presence de DCC; puis (ii) de 
condensation in situ de Tester actif forme (1*) avec l'ethanolarnine (2) 
pour fournir le compose N-(N-Boc-L-seryl)-2-aminoethanol (3); puis (iii) 

20 de traitement, selon une reaction de Mitsunobu, modifiee par R.P. 
Volante (Tetrahedron Lett 1981, 22, 3119-3122), du N-(N-Boc-L-seryl)- 
2-aminoethanol avec de la triphenylphosphine et du diisopropyl 
azodicarboxylate en presence d'acide thioacetique dans le 
tetrahydrofuranne (THF) pour fournir le compose N-(N-Boc-S-acetyl-L- 

25 cysteinyl)-S-acetylcysteamine (4). Ainsi, le fait de transformer Talcool de 
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la L-serine en thioester, tout en conservant la configuration du carbone 
asymetrique, a permis le passage en serie L-cysteine; puis (iv) de 
deprotection du N-(N-Boc-S-acetyl-L-cysteinyl)-S-acetylcysteamine avec 
du TFA; ia deprotection classique du N-Boc de 4 avec le TFA ne permet 

5 pas d'isoler Famine correspondante formee 5, qui est instable dans nos 
conditions operationnelles, mais elle permet de synthetiser le compose 
1-152 par reaction de transfert intramoleculaire S->N du groupement 
acetyle de 5 via la thiazoline correspondante 6 (Schema 3). De tels 
transferts, en particulier sur la S-acetylcysteamine, ont deja ete 

10 observes et etudies (R.E. Barnett et coll ainsi que les references citees, 
J. Amer. Chem. Soc. 1969, 91, 2358-2369). Ces auteurs montrent que le 
mecanisme de transfert passe, dans certaines conditions de pH, par la 
formation d'une thiazoline intermediaire qui ensuite sTiydrolyse pour 
generer la N-acetylcysteamine. Nous constatons que la formation de la 

15 1-152 fait Tobjet du meme mecanisme puisque nous avons isole et 
identifie Tintermediaire cyclique 6 qui resulte de la N-deprotection de 4 
via 5 (Schema 3). 



H 

BCOC 4 





N ^x v/ SCOCH 3 
H 

5 



HjCOC 




20 Schema 3 : Formation de la 1-152 par reaction de transfert 

intramoleculaire S-^>N du groupement acetyle de 5 via la thiazoline 

correspondante 6. 
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La reaction de transfert S->N du S-acyl, sur le residu cysteine, 
permet d'obtenir dans les conditions reactionnelles indiquees le 
compose 1-152. 

La presente invention concerne egalement un procede de 
5 preparation du compose de formule generate I, dans laquelle R, R' sont 
des groupes methyles (-CH3) et R" des groupes acyles; la preparation se 
fait par S-acylation du compose 1-152 en solution dans la pyridine en 
presence d'un anhydride R2O ou d'un chlorure d'acide R-Cl caracterise 
en ce que R est choisi dans le groupe CO-R 1 dans lequel R 1 est un 

10 radical alkyle en C1-C7, lineaire ou ramifie ou un groupe aryle 
substitue ou non par un ou plusieurs atomes d'halogenes. Ainsi, la 
preparation du compose 1-176 est realisee par S-acylation du compose 
1-152, en solution dans la pyridine, avec de 1'anhydride acetique. La 
preparation du compose 1-177 est realisee par S-acylation du compose 

15 1-152, en solution dans la pyridine, avec du chlorure d'isobutyryle. La 
preparation du compose 1-178 est realisee par S-acylation du compose 
1-152, en solution dans la pyridine, avec du chlorure de pivaloyle. 

Plus generalement, c'est un objet de la presente invention de 
fournir un procede de preparation d 'analogues acyles du compose 1-152 

20 ou de ses derives (Schema 4) en utilisant la methode B du premier 
mode de preparation du compose selon Tinvention decrit dans le 
schema 1 voie 1. Ce procede comprend les etapes de : 

a) protection de la N-acetyl-L-cysteine ou de la N-isobutyryl-L- 
cysteine pour fournir respectivement la N-acetyl-S-trityl-L- 

25 cysteine (7) et la N-isobutyryl-S-trityl-L-cysteine (13) ; 

b) differents couplages de (7) ou de (13) avec des chlorhydrates de 
S-acyl-cysteamines pour fournir differents pseudopeptides 
correspondants. Parmi ceux-ci il convient de citer les composes 
10, 11, 12 obtenus a partir de 7, et les composes 14, 15, 16, 

30 17 obtenus a partir de 13. 

Alternativement, ce procede de preparation d 'analogues du compose I- 
152 peut etre poursuivi par une etape : 
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c) de reaction de S-detritylation telle que precedemment decrite 
lors de la preparation de 1-152. 

Ainsi, les reactions de S-detritylation des composes 10, 11, 12 sont 
reaiisees pour donner les composes thiols correspondants 1-188, 1-193, 
1-198. Ces composes peuvent subir une etape : 

d) de S-acylation pour fournir les composes precedemment 
decrits 1-189, 1-190, 1-191, 1-192, 1-194, 1-195, 1-196, 1-197, I- 
199, 1-200, 1-201, 1-202. 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-188 permet d'obtenir les 
composes 1-189, 1-190, 1-191, 1-192. Plus particulierement, la reaction 
de S-acetylation de 1-188 fournit 1-189, la reaction de S-isobutyrylation 
de 1-188 fournit 1-190, la reaction de S-pivaloylation de 1-188 fournit I- 
191, la reaction de S-benzoylation de 1-188 fournit 1-192. 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-193 permet d'obtenir les 
composes 1-194, 1-195, 1-196, 1-197. Plus particulierement, la reaction 
de S-acetylation de 1-193 fournit 1-194, la reaction de S-isobutyrylation 
de 1-193 fournit 1-195, la reaction de S-pivaloylation de 1-193 fournit I- 
196, la reaction de S-benzoylation de 1-193 fournit 1-197. 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-198 permet d'obtenir les 
composes 1-199, 1-200, 1-201, 1-202. Plus particulierement, la reaction 
de S-acetylation de 1-198 fournit 1-199, la reaction de S-isobutyrylation 
de 1-198 fournit 1-200, la reaction de S-pivaloylation de 1-198 fournit I- 
201, la reaction de S-benzoylation de 1-198 fournit 1-202. 

Ainsi, les reactions de S-detritylation des composes 14, 15, 16, 17 
sont reaiisees pour donner les composes thiols correspondants 1-203, I- 
208, 1-214, 1-219. Ces composes peuvent subir une etape : 

d) de S-acylation pour fournir les composes precedemment decrits 

1-204, 1-205, 1-206, 1-207, 1-209, 1-210, 1-211, 1-215, 1-216, 1-217, 

1-218 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-203 permet d'obtenir les 
composes 1-204, 1-205, 1-206, 1-207. Plus particulierement, la reaction 
de S-acetylation de 1-203 fournit 1-204, la reaction de S-isobutyrylation 
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de 1-203 fournit 1-205, la reaction de S-pivaloylation de 203 fournit I- 
206, la reaction de S-benzoylation de 1-203 fournit 1-207. 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-208 permet d'obtenir les 
composes 1-209, 1-210, 1-211. Plus particulierement, la reaction de S- 
5 acetylation de 1-208 fournit 1-209, la reaction de S-isobutyrylation de I- 
208 fournit 1-210, la reaction de S-benzoylation de 1-208 fournit 1-211. 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-214 permet d'obtenir les 
composes 1-215, 1-216, 1-217, 1-218. Plus particulierement, la reaction 
de S-acetylation de 1-214 fournit 1-215, la reaction de S-isobutyiylation 
10 de 1-214 fournit 1-216, la reaction de S-pivaloylation de 1-214 fournit I- 
217, la reaction de S-benzoylation de 1-214 fournit 1-218. 

Ainsi, la reaction de S-acylation de 1-219 permet d'obtenir les 
composes 1-220, 1-221, 1-222, 1-223. Plus particulierement, la reaction 
de S-acetylation de 1-219 fournit 1-220, la reaction de S-isobutyrylation 
15 de 1-219 fournit 1-221, la reaction de S-pivaloylation de 1-219 fournit I- 
222, la reaction de S-benzoylation de 1-219 fournit 1-223. 
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R-OC-HN, _^C0 2 H 



Tr-S 



a : Methode B 



HC1 . H 2 N(CH2)2S-CO-R' 



7 : R = CH 3 

13: CH(CH 3 ) 2 



R-OC-HN 




-CO-R' 



10 : R = CH 3, R* = CH(CH 3 ) 2 
U: R-CH 3, R' = C(CH 3)3 
12 : R = CH 3, R* = C 6 H 5 

14 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' - CH 3 

15 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' =CH(CH 3 ) 2 

16 : R = CH(CH 3 ) 2 , R* = C(CH 3)3 
17:R = CH(CH 3)2, R' = C 6 H 5 



R-OC-HN, 



S-CO-R' 



R"-S 



^S-acylation 



b,c 

V 

O 



R-OC-HN 



H^V H 

HS 



/s^S-CO-R' 



1-188 : R = CH 3, R' = CH(CH 3 ) 2 
1-193 : R = CH 3, R' = C(CH 3)3 
M98:R-CH 3) R , = C 6 H 5 
1-203 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = CH 3 
1-208 : R = CH(CH 3)2. R' = CH(CH 3 ) 2 
1-214 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = C(CH 3)3 
1-219 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = C 6 H 5 



M89 : R - CH 3, R' = CH(CH 3)2. R* = COCH 3 
1-190 : R = CH 3, R* = CH(CH 3)2, R" - COCH(CH 3)2 
1-191 : R = CH 3> R' = CH(CH 3 ) 2 , R" = COC(CH 3)3 
1-192 : R = CH 3, R' = CH(CH 3 ) 2 , R" = COC ^5 
1-194 : R = CH 3, R' - C(CH 3)3, R M = COCH 3 
1-195 : R = CH 3, R' « C(CH 3)3, R" - COCH(CH 3)2 
1-196 : R = CH 3, R' - C(CH 3)3, R" = COC(CH 3)3 
M97 : R = CH 3, R' = C(CH 3)3, R n = COC 6 H 5 
M99 : R = CH 3, R' - C 6 H 5 , R M = COCH 3 
1-200 : R = CH 3, R' = C 6 H 5 , R M = COCH(CH 3)2 
1-201 : R = CH 3, R' = C 6 H 5 , R" = COC(CH 3 ) 3 
1-202 : R - CH 3, R' = C 6 H 5 , R" = COC 6 H 5 
1-204 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = CH 3, R" = COCH 3 
1-205 : R - CH(CH 3 ) 2 , R' = CH 3, R" = COCH(CH 3)2 
1-206 : R = CH(CH 3 ) 2 , R 1 = CH 3, R" = COC(CH 3)3 
1-207 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = CH 3, R" = COC 6 H 5 
1-209 : R - CH(CH 3 ) 2 , R' =CH(CH 3 ) 2> R" = COCH3 
1-210 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' =CH(CH 3 ) 2 , R M = COCH(CH 3 ) 2 
1-211 : R = CH(CH 3 ) 2 , R* =CH(CH 3 ) 2 , R" = COC 6 H 5 
1-215 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = C(CH 3)3, R" = COCH3 
1-216 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' - C(CH 3)3, R" = COCH(CH 3)2 
1-217 : R = CH(CH 3)2, R' = C(CH 3)3, R" - COC(CH 3 ) 3 
1-218 : R = CH(CH 3)2, R' = C(CH 3)3, R" = COC 6 H 5 
1-220 : R - CH(CH 3 ) 2 , R' = C 6 H 5 , R" = COCH3 
1-221 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = C 6 H 5> R" = COCH(CH 3 ) 2 
1-222 : R = CH(CH 3 ) 2 , R' = C 6 H 5 , R" = COC(CH 3)3 
1-223 : R = CH(CH 3)2, R , = C 6 H 5 , R" = COC 6 H 5 

Schema 4 : Obtention d' analogues acyles de la 1-152 ou de ses derives en 
utilisant la methode B decrite dans le schema 1-voiel. 

Concernant les composes de l'invention sous forme thiazolidine, 
5 ceux-ci sont de preference obtenus par couplage de N-acyl-S-trityl-L- 
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cysteine avec la thiazolidine selon la methode A decrite dans le schema 
1 voie 1. L'invention concerne plus particulierement, les composes 1-212 
et 1-213 qui sont susceptibles d'etre obtenus par le procede decrit au 
schema 5. Dans ce cas, la N-acetyl-S-trityl-L-cysteine (7) a ete couplee 

5 selon la methode A, schema 1 : voie 1) avec la thiazolidine pour fomer le 
compose 18. La S-detritylation de ce dernier, selon le protocole 
precedemment decrit, notamment pour l'obtention de 1-152, permet de 
generer un thiol libre denomme 1-212. La preparation du compose 1-213 
est realisee par S-acetylation de la 1-212. Les trois produits de couplage 

10 (18, 1-212 et 1-213) ont ete respectectivement isoles sous forme d'un 
melange de deux isomeres conformationnels. Ces isomeres sont dus a la 
presence du carbonyl, de la liaison pseudopeptidique en alpha de 
l'atome d'azote de la thiazolidine. 




Schema 5 : Obtention de la N-(N-NAC)-Thiazolidine et de son derive 
acetyle via la methode A decrite dans le schema 1-voie L 

20 Tous les composes de l'invention presentent une caracteristique 

commune; il s'agit de precurseurs de composes intervenant dans la voie 
de biosyn these du glutathion. En d'autres termes, ces composes 
peuvent etre utilises comme des intermediaires intervenant dans la voie 
de biosyn these du glutathion. II peut s'agir par exemple d'un produit 

25 choisi dans le groupe forme par la NAC, la MEA, la L-cysteine. 
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Les composes de l'invention presentent une activite antioxydante. 
L'invention a done egalement pour objet l'utilisation des composes tels 
que decrits ci-dessus comme agents antioxydants; de tels composes 
possedent une large panoplie d'utilisations telles que l'utilisation dans 
5 le traitement preventif et curatif de syndromes pathologiques pour 
lesquels sont observes un stress oxydatif et un deficit en GSH, les 
utilisations en cosmetologie ou les utilisations dans l'industrie 
agroalimentaire. 

L'invention vise a fournir des agents antioxydants pour lutter 

10 contre le stress oxydatif et pour augmenter le taux intracellular de 
glutathion. Les composes de la presente invention peuvent etre utilises, 
a titre de medicament, en particulier pour augmenter le taux 
intracellular et/ou extracellulaire de glutathion. L'invention couvre 
egalement l'utilisation d'un compose selon l'invention pour la 

15 preparation d'un medicament destine a augmenter le taux 
intracellular et/ou extracellulaire de glutathion. La presente invention 
concerne egalement une composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend une quantite efficace d'un compose selon 
l'invention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. L'invention 

20 porte egalement sur l'utilisation d'un compose selon l'invention pour la 
preparation d'un medicament ou d'une composition pharmaceutique 
pour le traitement et/ou la prevention de pathologies ou de troubles lies 
a une depletion en glutathion intra et/ou extracellulaire. 

Les pathologies qui peuvent faire l'objet d'une prophylaxie ou d'un 

25 traitement par les composes de l'invention sont notamment les 
infections virales, les infections bacteriennes, les infections parasitaires, 
les maladies du tractus respiratoire, les maladies neurodegeneratives, 
les maladies auto-immunes, les maladies cardio-vasculaires, les 
cancers, les maladies du systeme immunitaire, le diabete, et de 

30 preference le diabete de type I, les pathologies ophtalmiques, les 
maladies dermatologiques. 
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L'invention porte plus particulierement sur Tutilisation d'un 
compose tel que decrit precedemment pour la preparation d'un 
medicament ou d'une composition pharmaceutique pour le traitement 
et/ou la prevention des infections virales; il s'agit en particulier des 
5 infections virales causees par les virus a ADN et les virus a ARN, et plus 
particulierement par les virus retroides, plus particulierement le virus 
de l'immunodeficience humaine (VIH) et de maniere preferee le virus de 
rimmunodeficience humaine de type 1 (VIH-1). L'infection par le VIH est 
responsable du syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA) qui 

10 constitue une pathologie humaine pour laquelle les oxydants jouent un 
role important. Le SIDA constitue un probleme de sante publique pour 
beaucoup de pays dans le monde depuis 1981, date a laquelle la 
maladie a ete pour la premiere fois identifiee. Lorsque le SIDA est 
declare, la mort survient generalement deux a trois ans apres le 

15 diagnostic suite a un effondrement des defenses immunitaires du 
patient et a de multiples infections opportunistes. Au cours de 
Tinfection par le VIH, une diminution des taux cellulaires et 
plasmatiques des molecules antioxydantes est observee. Ce dereglement 
immunitaire baptise « stress oxydatif » est critique pour le malade. II 

20 semble jouer un role majeur dans la physiopathologie des infections par 
le VIH en augmentant la replication virale, le syndrome inflammatoire, 
Tapoptose, la perte de poids des patients (cachexie), et les intoxications 
medicamenteuses. Si les mecanismes contribuant a ce stress oxydatif 
sont mal connus, il semble probable que le syndrome inflammatoire 

25 chronique associe aux infections a VIH, l'amplifie. De meme, le VIH via 
la proteine Tat semble lui-meme jouer un role majeur. En effet, cette 
proteine bloque la production et la secretion de la superoxyde 
dismutase a manganese (MnSOD), une enzyme susceptible de prevenir 
le stress oxydatif, et diminue fortement Tactivite de la glucose-6- 

30 phosphate deshydrogenase (G6PD), une enzyme necessaire au maintien 
du glutathion sous sa forme reduite. 
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Chez les individus infectees par le VIH, les thiols et tout 
particulierement le GSH sont diminues dans le plasma, et les cellules 
mononucleees du sang peripherique (CMSP). Les atteintes sont aussi 
bien sanguines que tissulaires puisque le deficit en GSH est retrouve 

5 dans les lavages broncho-alveolaires et dans le systeme nerveux central 
(SNC). Ces doubles localisations d'une part confirment que les deux 
cibles majeures du VIH, les lymphocytes et les macrophages sont 
touches, et d'autre part illustrent l'ampleur du deficit. Ceci peut 
probablement expliquer, tout du moins pour une part, les resultats 

10 publies par L.A. Herzenberg et coll. (Proc. Natl Acad. Set 1997, 94, 
1967-1972). Ces auteurs montrent 1 'existence d'un lien direct entre la 
survie des malades et le taux de GSH. 

La therapeutique antiretrovirale actuelle repose sur deux families 
de molecules, les inhibiteurs de la transcriptase inverse (TI), (AZT, ddl, 

15 nevirapine, etc..) et les inhibiteurs de la protease virale (indinavir, 
saquinavir, etc.). Elles sont dotees d'une certaine activite in vivo 
lorsqu'elles sont associees entre elles. Toutefois, ces molecules sont 
incapables de reorganiser pleinement les atteintes tissulaires telles par 
exemple les syndromes inflammatoire et oxydatif dans le SNC et ont 

20 une efficacite reduite ou nulle vis-a-vis des pathologies associees a 
llnfection par le VIH. Compte-tenu du role majeur du GSH dans le 
controle de ces deux syndromes et de sa pluralite d'effets dans la 
physiopathologie des infections a VIH, de nombreuses alternatives 
visant a remonter son taux intracellulaire ont ete envisagees sans 

25 succes comme strategie therapeutique adjuvante au cours des dernieres 
annees. 

^expansion continue des infections par le virus VIH et des 
infections opportunistes associees rend necessaire de disposer d'un 
traitement efficace contre le SIDA et les atteintes tissulaires associees. 
30 L*un des buts de la presente invention est done d'utiliser les composes 
repondant a la formule generale (I), de preference les composes 1-152 
et/ou 1-176 et/ou 1-177 et/ou 1-178, pour la preparation d'un 
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medicament ou d'une composition pharmaceutique pour le traitement 
et/ou la prevention des infections virales provoquees par le virus de 
l'immunodeficience humaine (VIH) et plus particulierement le virus de 
rimmunodeficience humaine de type 1 (VIH-1). La presente invention 
5 fournit egalement une composition pharmaceutique, pour le traitement 
preventif et curatif du SIDA et des atteintes tissulaires associees, 
caracterisee en ce qu'elle contient une quantite therapeutiquement 
efficace d'un compose selon V invention et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. La presente invention porte egalement 

10 sur un produit comprenant au mo ins un compose selon l'invention et 
au moins un inhibiteur de la transcriptase inverse et/ou comme produit 
de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans 
le temps en therapie antivirale. L'inhibiteur de la transcriptase inverse 
est choisi par exemple parmi le 3'-azido-3'desoxy thymidine (AZT), le 

15 2\3*-didesoxyinosine (ddl), le 2',3'-didesoxycytidine (ddC), le (-)-2*,3'- 
didesoxy-3'-thiacytidine (3TC), le 2',3 , -dideshydro-2',3 , -didesoxy- 
thymidine (d4T) et le (-J^'-desoxy-S-fluoro-S'-thiacytidine (FTC), le 
TIBO, le HEPT, le TSAO, I'a-APA, la nevirapine, le BAHP, l'acide 
phosphonoformique (PFA). L'inhibiteur de la protease virale est choisi 

20 plus particulierement parmi l'indinavir et le saquinavir. 

II est egalement dans l'etendue de l'invention d'utiliser les 
composes repondant a la formule generale (I), de preference les 
composes 1-152 et/ou 1-176 et/ou 1-177 et/ou 1-178, pour la 
preparation d'un medicament ou d'une composition pharmaceutique 

25 pour le traitement et/ou la prevention de maladies cardio-vasculaires 
choisies de preference parmi le groupe compose de l'hypertension 
arterielle, de l'arteriosclerose, des ischemics cerebrales, des ischemics 
cardiaques, des arythmies ventriculaires, des fibrillations ventriculaires, 
de l'infarctus du myocarde. En effet, les patients atteints d'hypertension 

30 arterielle traites avec des nitrates organiques developpent frequemment 
des resistances aux effets de ces drogues. II a ete suggere que cette 
tolerance est associee entre autres facteurs a la depletion en groupes 
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thiols dans les muscles lisses vasculaires. II a ete demontre que des 
precurseurs metaboliques du glutathion tels la NAC previennent le 
developpement de la tolerance ou au moins restaurent les effets des 
nitrates organiques (Abrams 1991, Horowitz 1991, Bosegaard et al. 
1993). La presente invention se propose done de fournir de nouveaux 
composes pour prevenir le developpement de la tolerance ou au moins 
restaurer les effets des nitrates organiques utilises dans le traitement de 
l'hypertension arterielle. Heller et al. (1997) ont experimentalement 
demontre Taction de differentes especes reactives de l'oxygene dans 
Inflammation des ilots de Langerhans et dans la destruction des 
cellules p. La presente invention a done pour objet de fournir de 
nouveaux composes pour le traitement et la prevention du diabete de 
type I (IDDM) (Rabinovitch et al, 1992). 

Le stress oxydatif et le deficit en GSH interviennent egalement 
15 dans d'autres pathologies. Ainsi, dans le domaine de l'ophtalmologie, ils 
sont a relier avec l'apparition de la cataracte. II est done dans l'etendue 
de l'invention d'utiliser les composes repondant a la formule generale (I), 
de preference les composes 1-152 et/ou 1-176 et/ou 1-177 et/ou 1-178, 
pour la preparation dun medicament ou d'une composition 
20 pharmaceutique pour le traitement et/ou la prevention de pathologies 
ophtalmiques telles que les atteintes oculaires du syndrome de Sjogren 
et la cataracte. 

II est egalement dans l'etendue de l'invention d'utiliser les 
composes repondant a la formule generale (I), de preference les 

25 composes 1-152 et/ou 1-176 et/ou 1-177 et/ou 1-178, pour la 
preparation d'un medicament ou d'une composition pharmaceutique 
pour le traitement et/ou la prevention des maladies du tractus 
respiratoire, notamment l'emphyseme pulmonaire, la fibrose 
pulmonaire idiopathique, la mucoviscidose, la bronchite chronique, la 

30 bronchite aigue, le syndrome de detresse respiratoire de l'adulte. 
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L'invention porte egalement sur l'utilisation d'un compose tel que 
decrit precedemment pour la preparation de medicaments destines au 
traitement preventif et/ou curatif des pertes auditives liees au bruit. 

L'invention porte egalement sur l'utilisation d'un compose tel que 
5 decrit precedemment pour la preparation de medicaments destines au 
traitement des empoisonnements lies a V administration par voie orale 
ou parenterale, en surdose ou non, de substances choisies de 
preference parmi le groupe compose de l'acetaminophene, les nitrites, 
l'ethanol, lacrylonitrile, les metaux lourds et plus particulierement l'or, 

10 l'argent, le mercure. 

Les proprietes antioxydantes du compose de l'invention 
recommandent son utilisation dans le domaine de la cosmetique. En 
effet, les antioxydants sont deja utilises en cosmetologie pour ralentir le 
vieillissement. Les composes de la presente invention sont capables de 

15 promouvoir la reconstruction du contenu cellulaire de GSH et de fournir 
une protection efficace contre les dommages cellulaires causes par des 
facteurs toxiques extrinseques et intrinseques; la peau est le lieu 
degression de ces facteurs. Les facteurs extrinseques incluent par 
exemple les radiations ultraviolettes, le vent, la faible humidite, les 

20 abrasifs et les agents tensioactifs forts. Les facteurs intrinseques 
incluent le vieillissement chronologique et les modifications 
biochimiques de la peau. Qu'ils soient extrinseques ou intrinseques, ces 
facteurs provoquent Tapparition de rides et d'autres changements 
histologiques associes au vieillissement de la peau. Les agents anti- 

25 rides connus a l'heure actuelle incluent des composes tels la N-acetyl-L- 
cysteine, les retinoi'des tels que 1'acide retinolque et les acides alpha- 
hydroxy tels que 1'acide glycolique et 1'acide lactique. C'est done l'un des 
objets de l'invention d'utiliser les proprietes antioxydantes des 
composes selon l'invention pour (i) prevenir, effacer et traiter les rides, 

30 les ridules de la peau; et/ou (ii) lutter contre le relachement cutane 
et/ou sous cutane; et/ou (iii) ameliorer la texture de la peau et raviver 
l'eclat de la peau; et/ou (iv) eliminer les poils indesires de la peau; et/ou 
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(v) diminuer les tailles des pores de la peau; et/ou (vi) deformer en 
permanence les cheveux. Concernant ce dernier point, il convient de 
noter que des molecules organiques porteuses de groupes fonctionnels 
thiols tels les composes selon l'invention sont des produits ayant de 

5 multiples applications. Une de ces applications est la deformation 
(frisage et defrisage) permanente des cheveux, qui consiste, dans un 
premier temps, a realiser l'ouverture des liaisons disulfures (S-S) des 
unites cystine de la keratine a l'aide d'une composition contenant au 
moins un compose organique porteur de groupe fonctionnel thiol 

10 agissant comme reducteur {etape de reduction) ce qui permet de 
conferer aux cheveux la forme que Ton souhaite; puis apres avoir rince 
la chevelure, a reconstituer, dans un second temps, lesdites liaisons 
disulfures en appliquant, sur les cheveux une composition oxydante 
(etape d'oxydation, dite aussi de fixation), de fagon a fixer les cheveux 

15 dans la forme qui leur a ete donnee. L'invention concerne done une 
composition cosmetique pour le traitement de la peau et/ou des 
cheveux et/ou des poils caracterisee en ce qu'elle contient un compose 
selon l'invention et un excipient cosmetiquement acceptable. L'invention 
porte egalement sur un procede de traitement cosmetique de la peau 

20 pour prevenir, effacer et traiter les rides, les ridules de la peau et/ou 
lutter contre le relachement cutane et/ou sous-cutane et/ou ameliorer 
la texture de la peau et raviver l'eclat de la peau et/ou eliminer les poils 
indesires de la peau et/ou diminuer les tailles des pores de la peau 
comprenant l'application sur la peau d'une composition cosmetique 

25 telle que precedemment decrite. 

Les proprietes antioxydantes du compose de l'invention 
recommandent son utilisation dans le domaine agroalimentaire. II est 
done dans la portee de cette invention d'utiliser les composes de 
l'invention en tant qu'agents antioxydants pour la conservation des 

30 proprietes organoleptiques et nutritionnelles des boissons notamment 
les jus de fruits, et les aliments. 
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D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
seront mieux mis en evidence a la lecture des exemples suivants ; dans 
ces exemples on se referera aux figures suivantes : 
Figure 1 : decomposition probable de la 1-152. 
5 Figure 2 : comparaison des activites antivirales de la NAC, de la MEA et 
de la 1-152 dans des cultures de MDM infectes par 10 000 TCID50 de 
Tisolat VIH-l/Ba-L : effet-doses. Les resultats sont exprimes selon la 
moyenne ± ecart-type des pourcentages d'inhibition. La replication 
virale a ete mesuree par le dosage de Tactivite transcriptase inverse 

10 dans les surnageants de culture. 

Figure 3 : cytoxicite de la NAC, MEA et 1-152 vis-a-vis des MDM. 
Figure 4 : mesure de Tactivite TI et de la production de la proteine p25 
dans les surnageants de culture de MDM infectes par la souche VIH- 
l/Ba-L, et traites par la 1-152. 

15 Figure 5 : effet de la m.o.i. sur l'activite antivirale de la 1-152. Les MDM 
ont ete infectes par 1 000 ou 10 000 TCID50 de Tisolat VIH-l/Ba-L. 
Figure 6 : Effets de la 1-152 sur la replication virale selon le mode de 
traitement : pre-traitement 24 heures, traitement 24 heures apres 
l'infection, traitement 7 jours apres l'infection. 

20 Figure 7 : activite antivirale de la 1-152 dans les CMSP quiescentes ou 
activees par la PHA-P, et infectees par la souche VIH-1-LAI. 
Figure 8 : activite antivirale de la 1-152 dans des LSP quiescents ou 
actives par la PHA-P, puis infectes par la souche VIH-1-LAL 
Figure 9 : effets de la 1-152 sur integration du provirus au sein du 

25 genome cellulaire. 

Figure 10 : effets de la 1-152 sur l'activite enzymatique de la TI du VIH- 
1. Les experiences ont ete realisees en triplicat. 

Figure 11 : dosage du glutathion total intracellulaire dans les CMSP 
quiescentes, traitees 24 heures avant par la NAC, la MEA ou la 1-152. 
30 Figure 12 : activite antivirale des derives de la 1-152 (la 1-176 est 
cytotoxique a la dose testee). 
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Figure 13 : Concentration intracellulaire de GSH dans les MDM 
infectes ou non in vitro par la souche de reference a tropisme 
macrophagique VIH-l/Ba-L, et traites ou non par le compose 1-152. 
Figure 14 : Effets du compose 1-152 sur la concentration intracellulaire 
5 de GSH et la synthese de TNF-a dans les MDM stimules in vitro par un 
lipopolysacchride bacterien (LPS; 1 Mg/mL) et HFN-y (100 UI/mL). 
Figure 15 : Concentration intracellulaire de GSH dans les macrophages 
spleniques apres traitement ou non par 1-152. La concentration 
intracellulaire de GSH dans les macrophages spleniques humains non- 
10 traites est de 22 ± 2 juM. 

Figure 16 : Concentration intracellulaire de GSH dans les macrophages 
spleniques infectes ou non in vitro par la souche de reference a tropisme 
macrophagique VIH-l/Ba-L. 

Figure 17 : Effets de 1-152 sur l'activite anti-VIH de l'AZT dans les 
15 MDM infectes par la souche VIH-l/Ba-L. 

Tableau I : Comparaison des activites antivirales de la NAC, de la MEA 

et de la 1-152 dans des cultures de MDM infectes par 10 000 TCID50 de 

1'isolat VIH-l/Ba-L : doses effectrices 50, 70 et 90%. 

Tableau II : Effets de la m.o.i. sur l'activite antivirale de la 1-152 : doses 
20 effectrices 50%. 

Tableau III : Activite antivirale de la 1-152 dans les MDM spleniques 

infectes par 10 000 TCID50 de 1'isolat VIH-l/Ba-L : doses effectrices 50, 

70 et 90%. 

Tableau IV : Comparaison des activites antivirales de la 1-152 et de ses 
25 analogues S-acyles dans des cultures de MDM infectes par 10 000 
TCID50 de 1'isolat VIH-l/Ba-L : doses effectrices 50, 70 et 90%. 
Tableau V : Comparaison des activites antivirales de la 1-152 et de ses 
derives (N-isobutyryl) diversement S-acyles dans des cultures de MDM 
infectes par 10 000 TCID50 de l'isolat VIH-l/Ba-L : doses effectrices 50, 
30 70 et 90%. 
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EXEMPLE 1: SYNTHESE DE LA N-(N-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S- 
ACETYLCYSTEAMINE (M52) 

1.1. Premiere voie de synthese de la 1-152 utilisant la L-cysteine S, 
5 N protegee : 

1.1.1. N-fN'ACETYL-S-TRITYL'L-CYSTEINYL)-S-ACETYLCYSTBAMINE (8) 

a)- Methode de couplage faisant intervenir in situ un anhydride mixte 

10 Une solution contenant 290 mg (0,71 mmole) de N-acetyl-S-trityl- 

L-cysteine (7, Bachem) et 80 (0,72 mmole) de N-methylmorpholine 
(NMM) dans 5 ml d'AcOEt est agitee a -15°C puis additionnee de 93 \x\ 
(0,71 mmole) de chloroformiate d'isobutyle. Apres 15 min d 'agitation et 
en maintenant la temperature initiale, on ajoute 111,4 mg (0,71 mmole) 

15 de chlorhydrate de S-acetylcysteamine (prepare selon T. Wieland et E. 
Bokelman, Ann. Chem., 1952, 576, 20-34) puis 80 \xl (0,72 mmole) de 
NMM. Le melange reactionnel est maintenu 15 min a -15°C puis, apres 
retour a la temperature ambiante, on poursuit l'agitation durant 3 h. Le 
chlorhydrate de NMM forme est filtre et lave avec 2 x 2,5 ml d'AcOEt et 

20 les phases organiques rassemblees sont evaporees a sec sous vide. Le 
produit de couplage est ensuite isole de la gomme obtenue par « flash » 
chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : AcOEt/ ether de 
petrole 30%). On recueille 198 mg (Rdt = 55%) du compose attendu. Rf 
(AcOEt/ether de petrole, 9:1): 0,41. Cristallise dans un melange d' 

25 AcOEt/ether de petrole sous forme d'une poudre incolore. F = 111- 
113°C. [a] D 20 = +10,5° (c 0,8; CHC1 3 ). 

RMN m (CDCI3) 5 ppm : 1,90 (s, 3H, NCOCH3); 2,29 (s, 3H, SCOCH3); 
2,48 (dd, J = 5,7; 12,9 Hz, 1H, p Ha cys); 2,82 (dd, J = 6,4; 12,9 Hz, 1H, 
P Hb cys); 2,92-3,01 (m, 2H, NCH 2 C#2S); 3,32-3,42 (m, 2H, NCH2CH2S); 
30 4,07-4,20 (m, 1H, a Hcys); 5,70 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Nf/cys); 6,34 (t, J = 
5,5 Hz, 1H, NHCH2); 7,19-7,35 et 7,40-7,47 (2m, 15H, H aroma tiques). 
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SM : (FAB*/NBA+K + ) m/z 545 (M+K) + , 507 (M+H) + ; (FAB /NBA) m/z 505 
(M-H)-. 

Analyse : C 28 H3oN 2 03S2 (506) 
Calc. % : C 66,40 H 5,93 N 5,53 
5 Tr. % : 66,17 6,00 5,81 

h ). Mfifhnde de court a ge faisant intervenir in situ un ester active 

Une solution contenant 1,5 g (3,70 mmoles) de 7 et 410 nL (3,73 
mmoles) de NMM dans 30 ml dAcOEt est agitee a -15°C puis 

10 additionnee de 480 \i\ (3,70 mmoles) de chloroformiate d'isobutyle. 
Apres 15 min d'agitation et en maintenant la temperature initiale, on 
ajoute 426 mg (3,70 mmoles) de N-hydroxysuccinimide. Le melange 
reactionnel est maintenu 15 min a -15°C puis, apres retour a la 
temperature ambiante, on poursuit l'agitation durant 2 h. Le 

15 chlorhydrate de NMM forme est filtre et lave avec 2 x 5 ml dAcOEt. Les 
phases organiques contenant l'ester actif O-N-succinimide de 7 sont 
rassemblees et agitees a -15°C. La solution est alors additionnee 
successivement de 575 mg (3,70 mmoles) de chlorhydrate de S-acetyl- 
cysteamine et de 410 ^L (3,73 mmoles) de NMM. Le melange reactionnel 

20 est maintenu 15 min a -15°C puis, apres retour a la temperature 
ambiante, on poursuit l'agitation durant 12 h. La solution est ensuite 
diluee avec 300 ml dAcOEt, lavee (eau, 30 ml; bicarbonate de sodium 
sature et glace, 30 ml; eau, 30 ml; acide citrique 0,1N glace, 30 ml; eau, 
3 x 30 ml), sechee sur sulfate de sodium, filtree et evaporee a sec sous 

25 vide. Le residu obtenu est ensuite purifie comme ci-dessus pour 
donner, avec un rendement de 70% (1,31 g) et avec rigoureusement les 
memes criteres physico-chimiques, le produit de couplage 8 
precedemment decrit. 



30 
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1.1.2. N-(N-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-ACETYLCYSTEAMINE (1-152) 

Une solution, saturee et protegee de la lumiere, de 1,26 g (2,49 
mmoles) de 8 dans 20 ml de MeOH et 1,5 ml de CHCI3 est agitee a la 
temperature ambiante et additionnee d*un melange, egalement protege 
de la lumiere, contenant 449 mg (2,64 mmoles) de nitrate d'argent et 
213 (2,64 mmoles) de pyridine dans 13 ml de MeOH. Instantanement, 
il y a formation d'un precipite du sulfure d'argent correspondant 9. A la 
fin de Fajout, l'agitation est arretee et le melange reactionnel est 
abandonne une nuit a la temperature ambiante. Le precipite est ensuite 
filtre et lave avec du MeOH (2 x 10 ml) puis avec du CHCI3 (2 x 10 ml). 

Un echantillon analytique de 9 est preleve puis seche sous vide 
a l'abri de la lumiere. 
Analyse : C9Hi5N 2 0 3 S2Ag (371) 
Calc. % : Ag 29,11 
Tr. %: 29,16 

Le sulfure precedent 9 est mis en suspension dans 15 ml de 
CHCb et agite a la temperature ambiante et a l'abri de la lumiere, puis 
additionne de 400 \i\ d'acide chlorhydrique concentre. L'agitation est 
poursuivie 2 h a la temperature ambiante puis 2 min a 30-35 °C. Le 
melange est alors dilue avec 70 ml de CHCb et le chlorure d'argent 
forme est filtre puis lave avec 3 x 10 ml du meme solvant. Les phases 
organiques sont rassemblees, lavees rapidement a Teau glacee (3 x 10 
ml), sechees sur sulfate de sodium, filtrees et evaporees a sec sous vide. 
On recueille une pate semi-cristalline qui cristallise dans un melange d' 
AcOEt/ ether de petrole sous forme de microcristaux incolores (368 mg, 
Rdt = 56%). F = 121-122°C. [a] D 20 = -39,1° (c 0,9; CHCI3). Les autres 
donnees (microanalyses et spectres) sont en tous points identiques a 
celles decrites dans la deuxieme voie de synthese. 
LH2S a aussi ete utilise et conduit au meme resultat. 
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1.2. Deuxieme voie de synthese de la 1-152 utilisant la L-serine N- 
protegee: 

1.2.1. N-fN-Boc-L-SER YD-9.-A MINOETHANOL (3) 

Une solution contenant 6,15 g (30 mmoles) de N-Boc-L-serine (1, 
Fluka) et 3,45 g de N-hydroxysuccinimide (30 mmoles) dans 80 ml de 
DMF est agitee a 0 °C et additionnee de 6,2 g (30 mmoles) de DCC. Le 
melange reactionnel est maintenu 15 min a 0 °C puis on le laisse 
revenir a la temperature ambiante et on poursuit l'agitation durant 1 h 
30. On ajoute ensuite 2,75 ml (60 mmoles) d'ethanolamine . Apres 12 h 
d'agitation, la DCU formee est filtree et lavee avec 2 x 15 ml de DMF. 
Les phases organiques rassemblees sont evaporees a sec sous vide. Le 
produit est isole de la pate residuelle par « flash >» chromatographic sur 
colonne de gel de silice (Kieselgel Merck 60, 230-400 mesh; eluant : 
CH 2 Cl 2 /MeOH 6%,). On recueille le compose attendu sous forme d'une 
gomme qui cristallise dans un melange d'AcOEt/hexane pour fournir 
5,21 g (Rdt = 70%) d'aiguilles incolores. Rf (CH 2 Cl 2 /MeOH, 9,3 : 0,7) : 
0,23; (CH 2 Cl 2 /MeOH/AcOH, 9 : 0,9 : 0,1) : 0,47. F = 74-76°C. [a] D 20 = - 
2,2° (c 0,9; CHCb). 

RMN >H (DMSO-de) 5 ppm : 1,50 (s, 9H, H f-butyl); 3,18-3,29 (m, 2H, 
NCH2CH 2 0); 3,45-3,55 (m, 2H, NCH 2 CH20); 3,57-3,70 (m, 2H, p CH 2 
ser); 4,01-4,10 (m, 1H, a Hser); 4,77 (t, J = 5,4 Hz, 1H, OHser); 4,91 (t, 
J = 5,7 Hz, 1H, NCH 2 CH 2 OH); 6,71 (d, J = 8,2 Hz, 1H, NH ser); 7,86 (t, J 
= 5,5 Hz, 1H, NHCH 2 ). 

SM : (FABVG-T) m/z745 (3M+H) + , 497 (2M+H) + , 249 (M+H)\ 

Analyse : CioH 2 oN 2 0 5 (248) . 

Calc. % : C 48,39 H 8,06 N 1 1,29 

Tr. %: 8,57 8,08 11,08 
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1.2.2. N-IN-Boc-S'A CETYL-L-CYSTEINYU-S-A CETYLCYSTEAMINE (4) 

Une solution contenant 2,597 g (9,91 mmoles) de 
triphenylphosphine et 1,95 ml (9,91 mmoles) de diisopropyl 
5 azodicarboxylate dans 15 ml de THF est agitee 30 min a 0 °C (au bout 
de 30 s d 'agitation, on observe la formation d'un intense precipite). En 
conservant cette temperature, on additionne successivement 1,116 g 
(4,50 mmoles) de 3 en solution dans 6 ml de THF puis 707 ^1 (9,91 
mmoles) d'acide thioacetique. On laisse ensuite la solution obtenue 

10 revenir a la temperature ambiante et on poursuit Tagitation durant 12 
h. Le melange reactionnel est alors evapore a sec sous vide. Le produit 
est isole de la pate residuelle par « flash » chromatographic sur colonne 
de gel de silice (eluant : hexane puis AcOEt/ ether de petrole 75%). On 
recueille le compose attendu sous forme d'une gomme qui cristallise 

15 dans un melange d'AcOEt/ether de petrole sous forme d'aiguilles 
incolores (1,21 g; Rdt = 74%). R f (AcOEt/ether de petrole, 4:6): 0,35. F 
= 111-113 °C. [a] D 20 = -13,9° (c 0,86; CHCb). 

RMN *H (CDC1 3 ) 8 ppm : 1,45 (s, 9H, H £-butyl); 2,36, 2,38 (2s, 2 x 3H, 2 

x SCOCHj); 2,99-3,07 ( m, 2H, NCH 2 CH 2 S); 3,19 (dd, J = 7,8; 14,3 Hz, 
20 1H, p Ha cys); 3,34 (dd, J = 4,5; 14,3 Hz, 1H, P Hb cys); 3,40-3,50 (m, 

2H, NCH2CH2S); 4,19-4,34 (m, 1H, a //cys); 5,25 (d, J = 7,1 Hz, 1H, N// 

cys); 6,69 (t, J = 5,2 Hz, 1H, N//CH2). 

SM : (FABVNBA) m/z 729 (2M+H) + , 365 (M+H)\ 

Analyse : C14H24N2O5S2 (364) 
25 Calc. % : C 46,15 H 6,59 N 7,69 

Tr. %: 46,45 6,51 7,47 

1.2.3. N-(N-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-A CETYLC YSTEAMINE (1-152) 



30 Une solution contenant 500 mg (1,37 mmole) de 4 dans 5 ml de 

CH2CI2 est agitee, sous argon a 0 °C, puis additionnee de 1 ml (13,07 
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mmoles) de TFA. On laisse ensuite la solution revenir a la temperature 
ambiante et on poursuit l'agitation durant 7 h. A ce stade, la reaction 
controlee par CCM (CH 2 Cl 2 /MeOH, 9,4: 0,6) montre la disparition du 
compose de depart (Rf : 0,75) et l'apparition de deux spots plus polaires 

5 (Rf : 0,5 et 0,16). Le melange reactionnel est evapore a sec sous vide 
(temperature du bain-marie : <40 °C). 

Un nouveau controle par CCM, de la gomme obtenue, indique que 
le spot majoritaire precedent a Rf : 0,16 est devenu minoritaire au profit 
de celui a Rf : 0,5. On note egalement l'apparition d'un troisieme spot, 

10 de moindre importance, a Rf : 0,4. A ce stade, nous avons realise une 
« flash » chromatographic sur une aliquote de la gomme ( 20 mg) afin 
d'identifier les composes presents pour elucider ce phenomene: 

- Avec un melange d'eluants constitue de CH 2 C1 2 /Et 2 0 (5:5), on isole 
le produit de Rf : 0,5. L'etude de ses spectres (RMN J H et SM) montre, 

15 sans ambigulte, qu'il s'agit de la N-(2-methyl-A2-thiazolinyl-4(R)- 
carbonyl)-S-acetylcysteamine 6 : 

RMN iH (CDCb) 5 ppm : 2,32 (s, 3H, SCOCH3); 2,39 (d, J = 1,3 Hz, 3H, 
2-CH3 thiazoline); 3,05 (t app., J = 6,4 Hz, 2H, NCH2CH2S); 3,36-3,60 
(m, 2H, NCH2CH2S); 3,69 (dd, J = 10,2; 11,4 Hz, 1H, 5-H thiazoline); 
20 3,85 (dd, J = 7,2; 11,4 Hz, 1H, 5'-H thiazoline); 5,08 (ddd, J = 1,3; 7,2; 
10,2 Hz, 1H, 4-H thiazoline); 7,45-7,58 (m, 1H, NHCH2). 
SM : (FAB + /G-T) m/z 493 (2M+H) + , 247 (M+H) + . 

- En augmentant la polarite du solvant d'elution (CH 2 Cl 2 /MeOH, 9,5 : 
0,5), on isole le compose intermediaire (Rf : 0,4). L'etude de ses spectres 

25 (RMN m et SM) montre qu'il s'agit de la 1-152. Ses donnees physico- 
chimiques sont rapportees a la fin de cette description. 

- La poursuite de la chromatographic avec des eluants plus polaires 
(CH2Cl2/MeOH 5-20%) n'a pas permis d'obtenir le produit de Rf : 0,16. 
Ce compose qui est le premier forme dans la reaction de deprotection de 

30 la fonction amine terminale du N-Boc de depart ne peut etre que le 
trifluoroacetate de la N-(S-acetyl-L-cysteinyl)-S-acetylcysteamine 5. 
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* Tous les essais realises et controles par CCM nous ont montre, dans 
nos conditions operationnelles (temps necessaire a la consommation 
totale du produit de depart, temperature et pH du milieu reactionnel), 
que 5, qui est le premier forme lors de deprotection du N-Boc par le 
TFA, genere 1 'intermediate cyclique 6 qui s' hydrolyse ensuite 
lentement pour donner la 1-152. 

Ainsi, apres ces differentes constatations, la gomme restante 
obtenue apres evaporation du brut reactionnel a ete solubilisee dans 
150 ml de CH2CI2 puis additonnee, a la temperature ambiante et sous 
forte agitation, de 5 ml d'eau. Apres 6 h d'agitation, le controle par CCM 
ne montre plus qu'un seul spot correspondant au produit desire. La 
phase organique est decantee et l'eau residuelle est extraite avec du 
CH2CI2 (3 x 10 ml). Les phases organiques sont ensuite rassernblees, 
sechees sur sulfate de sodium, fil trees et evaporees a sec sous vide. On 
recueille le compose attendu sous forme d'une pate serni-cristalline. Rf 
(CH 2 Cl 2 /MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,4. Cristallise dans un melange 
d'AcOEt/ ether de petrole sous forme de microcristaux incolores (245 
mg, Rdt = >67%). F = 122-124°C. [ct] D 20 = -40° (c 0,87; CHCI3). 
RMN iH (CDCI3) 5 ppm : 1,60 (dd, J = 7,6; 10,3 Hz, 1H, SH); 2,07 (s, 3H, 
NCOCH3); 2,36 (s, 3H, SCOCH3); 2,70 (ddd, J = 6,5; 10,3; 13,9 Hz, 1H, 
P Ha cys); 3,03 (t, J = 6,3 Hz, 2H, NCH2CH2S); 3,06 (ddd, J = 4,3; 7,6; 
13,9 Hz, 1H, p Hb cys); 3,46 (td, J = 6,0; 6,3 Hz, 2H, NCH2CH2S); 4,59 
(ddd, J = 4,3; 6,5; 7,9 Hz, 1H, a Hcys); 6,52 (d, J = 7,9 Hz, 1H, NHcys); 
6,75-6,90 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 529 (2M+H) + , 265 (M+H) + . 
Analyse : C9H16N2O3S2 (264) 
Calc. % :C 40,91 H 6,06 N 10,61 S 24,24 
Tr. %: 41,21 6,00 10,91 23,99 
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EXEMPLE 2: SYNTHESE DE DERIVES ACYLES DE LA N-(N-ACETYL- 
L-CYSTEINYL)-S-ACETYLCYSTEAMINE (1-152) OU DE SES DERIVES 

2.1. N-(N, S-BIS-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-ACETYLCYSTEAMINE (1176) 

5 (Methode generate de S-acylation) 

Une solution contenant 83 mg (0,31 mmole) de 1-152 dans 1 ml 
de pyridine est agitee a 0 °C et additionnee de 90 ^1 (0,95 mmole) 
d 'anhydride acetique. Le melange reactionnel est maintenu 15 min a 0 

10 °C puis on le laisse revenir a la temperature ambiante et on poursuit 
l'agitation durant 12 h. La solution est ensuite evaporee a sec sous vide 
et le residu forme est repris avec 30 ml de CH2CI2. La phase organique 
est lavee a Teau (3 x 20 ml), sechee sur sulfate de sodium, filtree et 
evaporee a sec sous vide. La gomme residuelle est cristallisee dans de 

15 1'AcOEt et fournit 73 mg (Rdt = 75%) du compose attendu sous forme de 
plaquettes incolores. Rr (CH 2 Cl 2 /MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,46. F = 153-154 
°C. [a]o 20 = -33,7° (c 0,8; CHCi 3 ). 

RMN iH (CDC1 3 ) 5 ppm : 2,02 (s, 3H, NCOCH3); 2,37, 2,39 (2s, 2 x 3H, 2 

x SCOCH3); 2,93, 3,12 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,24 (dd, J = 7,2; 14,5 Hz, 
20 1H, p Ha cys); 3,31 (dd, J = 5,2; 14,5 Hz, 1H, p Hb cys); 3,39-3,49 (m, 

2H, NCH2CH2S); 4,54 (ddd, J = 5,3; 7,2; 7,3 Hz, 1H, a Hcys); 6,44 (d, J 

= 7,3 Hz, 1H, NHcys); 6,83 (t, J = 5,1 Hz,lH, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z613 (2M+H) + , 307 (M+H) + . 

Analyse : C11H18N2O4S2 (306) 
25 Calc. %:C 43,14 H 5,88 N9,15 S 20,92 

Tr. %: 42,95 5,96 8,93 20,64 

2.2. N-(N'ACETYLrS~ISOB UTYR YL-L-CYS TEINYL)-S-ACETYL 
CYS TEAMINE (I I 77) 

30 

La reaction d'acylation de 85 mg (0,32 mmole) de M52 est 
realisee, selon la methode generale precedemment decrite, en utilisant 
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137 jil (1,30 mmole) de chlorure d'isobutyryle a la place de Tanhydride 
acetique. Le melange visqueux obtenu, apres evaporation a sec sous 
vide, est ensuite dilue avec 30ml de CH2CI2. La solution est ensuite 
lavee (eau, 10 ml; bicarbonate de sodium sature et glace, 10 ml; eau, 10 
5 ml; acide citrique 0,1N glace, 10 ml; eau, 3 x 10 ml), sechee sur sulfate 
de sodium, filtree et evaporee a sec sous vide. Le produit d'acylation est 
isole de la gomme obtenue par « flash » chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : CH2CI2/ ether 50%). On recueille 60 mg (Rdt = 
56%) du compose attendu. Rf (CH 2 Cl 2 /MeOH, 9,4 : 0,6) : 0,6. Cristallise 

10 dans un melange d' AcOEt/ether de petrole sous forme de plaquettes 
incolores. F = 116-118 °C. [a] D 20 - -18,4° (c 0,87; CHCI3). 
RMN *H (CDCb) 5 ppm : 1,20 (d, J - 6,9 Hz, 6H, C(CH 3 ) 2 ; 2,00 (s, 3H, 
NCOCH3); 2,37 (s, 3H, SCOCH3); 2,80 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH 3 )2; 
2,93, 3,12 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,23-3,30 (m, 2H, P CH 2 cys); 3,38-3,49 

15 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,46-4,57 (m, 1H, a Hcys); 6,42 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 
NHcys); 6,80 (t, J - 5,2 Hz, 1H, NHCH 2 ). 
SM : (FAB + /G-T) m/z669 (2M+H) + , 335 (M+H) + . 
Analyse : C13H22N2O4S2 (334) 
Calc. % :C 46,71 H 6,59 N 8,38 S 19,16 

20 Tr. %: 46,76 6,89 8,24 19,32 

2. 3. N(NACBTYL-S-PIVALOYI^I^CYSTEINYL)'S-ACETYLCYSTEAmim 
(1-178) 

La reaction d'acylation de 95 mg (0,36 mmole) de 1-152 est 
25 realisee, selon la methode generale precedemment decrite, en utilisant 
176 (il (1,44 mmole) de chlorure de pivaloyle a la place de Tanhydride 
acetique. Le melange visqueux obtenu, apres evaporation a sec sous 
vide, est ensuite dilue avec 30 ml de CH2CI2. La solution est ensuite 
lavee (eau, 10 ml; bicarbonate de sodium sature et glace, 10 ml; eau, 10 
30 ml; acide citrique 0,1N glace, 10 ml; eau, 3 x 10 ml), sechee sur sulfate 
de sodium, filtree et evaporee a sec sous vide. Le produit d'acylation est 
isole de la gomme obtenue par « flash » chromatographic sur colonne de 
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gel de silice (eluant : CH2CI2/ ether 50%). On recueille 70 mg (Rdt = 
56%) du compose attendu. R f (CH 2 Cl 2 /ether, 4:6): 0,23. Cristallise 
dans un melange d' AcOEt/ ether de petrole sous forme de plaquettes 
incolores. F = 92-94 °C. [a] D 20 = -11,1° (c 1,08; CHCI3). 
5 RMN iH (CDCI3) 5 ppm : 1,25 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ; 2,00 (s, 3H, NCOCH3); 
2,37 (s, 3H, SCOCH3); 2,94, 3,12 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,25 (d, J = 6,5 
Hz, 2H, p CH 2 cys); 3,38-3,49 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,51 (td, J = 6,5, 7,3 
Hz, 1H, a H cys); 6,42 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH cys); 6,80 (t, J = 5,2 

Hz,lH, NHCH2). 
10 SM : (FAB+/G-T) m/z 697 (2M+H) + , 349 (M+H) + . 
Analyse : C14H24N2O4S2 (348) 
Calc. % : C 48,28 H 6,90 N 8,05 S 18,39 
Tr. %: 48,32 6,95 7,94 18,43 

15 2.4. N-(N-ACETYlrS-TRITYL-LrCYSTEINYL)-S-ISOBUTYRYLr 
CYSTEAMINE (10) 

La reaction de couplage de 7 (4,5 mmoles) avec le chlorhydrate de 
S-isobutyrylcysteamine [(compose obtenu selon les memes methodes 

20 que celles decrites par T. Wieland et E. Bokelman, Ann. Chem., 1952, 
576 , 20-34; lors des syntheses des chlorhydrates des S-acetyl et S- 
benzoylcysteamines) F = 147-148°C] est realisee selon la methode B 
decrite dans la premiere voie de synthese (exemple 1). Apres les 
differents traitements, le compose attendu est isole par "flash" 

25 chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 
30%). On recueille 10, sous forme d'une mousse incolore, avec un 

20 

rendement de 80%. Rf (AcOEt/ ether de petrole, 8:2): 0,37. [a]D = 
+ 10° (c 1,1; CHCI3). 

RMN 2 H (CDCI3) 6 ppm : 1,16 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH 3 )2); 1,90 (s, 3H, 
30 NCOCH3); 2,49 (dd, J = 5,7; 12,9 Hz, 1H, p Ha cys); 2,70 (hept, J = 6,9 
Hz, 1H, CH(CH 3 )2); 2,79 (dd, J = 6,4; 12,9 Hz, 1H, p Hb cys); 2,88-3,01 
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(m, 2H, NCH2CH2S); 3,29-3,41 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,08-4,19 (m, 1H, 
a H cys); 5,76 (d, J = 7,7 Hz, 1H, NH cys); 6,36 (t, J = 5,5 Hz, 1H, 
NHCH2); 7,15-7,35, 7,38-7,52 (2m, 15H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 535 (M+H) + . 
5 Analyse : C30H34N2O3S2 (534) 

Calc. % : C 67,42 H 6,37 N 5,24 

Tr. % : 67,25 6,58 5,30 

2.5. N(NACETYL-L-CYSTEINYL)S-ISOBUTYRYLCYSTEAMINE (1-188) 

10 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 10 (2,38 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur colonne 
15 de gel de silice (eluant : CH2Cl2/MeOH 1,5%). On isole la 1-188, sous 
forme d'une gomme semi-critalline incolore, avec un rendement de 57%. 

Rf (CH2Cl2/MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,45. [a]D 2 ° = -26,6° (c 1,09; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 5 ppm : 1,21 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2); 1,61 (dd, J 
= 7,6; 10,3 Hz, 1H, SH); 2,09 (s, 3H, NCOCH3); 2,70 (ddd, J = 6,4; 10,3; 
20 13,8 Hz, 1H, p Ha cys); 2,77 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2); 2,99- 
3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,09 (ddd, J = 4,1; 7,6; 13,8 Hz, 1H, p Hb 
cys); 3,41-3,53 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,60 (ddd, J = 4,1; 6,4; 7,5 Hz, 1H, 
a Hcys); 6,48 (d, J = 7,5 Hz, 1H, NH cys); 6,68-6,88 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 585 (2M+H) + , 293 (M+H) + 
25 Analyse : Ci 1H20N2O3S2 (292) 

Calc. % : C 45,20 H 6,85 N 9,59 

Tr. %: 45,31 7,09 9,41 



30 
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2.6. N-(N,S-BIS-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-ISOBUTYRYLCYSTEAMINE (I- 
189) 

La S-acylation de la 1-188 (0,32 mmole), avec de l'anhydride 
acetique, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 

5 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 55%). On isole la 1-189 
sous forme d'une gomme (Rdt = 64%) qui, apres trituration dans de 

10 lliexane, fournit une poudre incolore. Rf (CH2Cl2/MeOH, 9,5 : 0,5) : 

0,58. F= 115-117°C. [a]D 2 ° = -20,2° (c 1,04; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 8 ppm : 1,20 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2); 2,02 (s, 3H, 
NCOCH3); 2,38 (s, 3H, SCOCH3); 2,78 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, 
CH(CH3)2); 2,96-3,06 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,19-3,36 (m, 2H, CH2 cys); 
15 3,38-3,48 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,47-4,60 (m, 1H, a H cys); 6,37 (d, J = 
7,1 Hz, 1H, Ntf cys); 6,70-6,83 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 669 (2M+H) + , 335 (M+H) + . 
Analyse : C13H22N2O4S2 (334) 
Calc. % : C 46,71 H 6,59 N 8,38 

20 Tr. % : 46,81 6,62 8,36 

2. 7. N-(NACETYL-S ISOBUTYRYL-L-CYSTEINYL)-S-ISOBUTYRYL~ 
CYSTEAMINE (1190) 

25 La S-acylation de la 1-188 (0,32 mmole), avec du chlorure 

d'isobutyryle, est realisee selon la methode generate decrite dans 
l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la synthese de la 1-177. Apres les differents 
traitements, on recueille une gomme qui est purifiee par " flash " 

30 chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : CH2CI2/ ether 
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50%). On isole la 1-190 sous forme d'une gomme (Rdt = 63%) qui, apres 
trituration dans de l'hexane, fournit une poudre incolore. Rf 

(CH2Cl2/ether, 3,5 : 6,5) : 0,34. F = 99-100°C. [a)D 2 ° = -9,1° (c 0,88; 
CHC1 3 ). 

RMN 1 H (CDCI3) 8 ppm : 1,20 (d, J = 6,9 Hz, 12H, C(CH3)2); 2,01 (s, 
3H, NCOCJ/3); 2,78 (hept, J = 6,9 Hz, 2H, CH(CH3) 2 ); 2,92-3,10 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,26 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH2 cys); 3,37-3,48 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,46-4,58 (m, 1H, a H cys); 6,38 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH 
cys); 6,73-6,83 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 725 (2M+H) + , 363 (M+H) + 
Analyse : C15H26N2O4S2 (362) 
Calc. %: C 49,72 H7.18 N 7,73 

Tr. %: 49,57 7,19 7,68 

2.8. N-(NACETYL-S-PIVALOYL-I^CYSTEIN7L)-S- ISOBUTYRYLr 
CYSTEAMNE (1-191) 

La S-acylation de la 1-188 (0,32 mmole), avec du chlorure 
d'isobutyryle, est realisee selon la methode generate decrite dans 
l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la syn these de la 1-177. Apres les differents 
traitements, on recueille une gomme qui cristallise dans un melange 
d'AcOEt/ ether de petrole en aiguilles incolores (Rdt = 68%). Rf 

(CH2CI2/ ether, 5:5): 0,27. F = 103-104°C. [cc]d 2 ° = -8,3° (c 0,97; 
CHCI3). 

RMN l H (CDCI3) 5 ppm : 1,20 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3) 2 ); 1,25 (s, 9H, 
C(CH3)3); 2,01 (s, 3H, NCOCH3); 2,77 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2); 
2,94-3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,25 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH2 cys); 3,37- 
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3,49 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,44-4,57 (m, 1H, a H cys); 6,35 (d, J = 7,3 
Hz, 1H, NHcys); 6,69-6,80 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 753 (2M+H) + , 377 (M+H) + . 
Analyse : C16H28N2O4S2 (376) 
5 Calc. % :C 51,06 H 7,45 N 7,45 

Tr.%: 51,16 7,53 7,44 

2. 9. N-(N-ACETYL-S-BENZOYLrL-CYSTEINYL)-S-ISOBUTYRYLr 
CYSTEAMNE (1192) 

10 

La S-acylation de la 1-188 (0,32 mmole), avec du chlorure de 
benzoyle, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
15 recueille une gomme qui est purifiee par " flash » chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 35%). On isole la 1-192 
sous forme d'une gomme (Rdt = 63%) qui, apres trituration dans de 
l'hexane, fournit une poudre incolore. Rf (CH2CI2/ ether, 5:5): 0,27. F 

= 137-138°C. [a]D 2 ° = +2,8° (c 1,08; CHCI3). 
20 RMN l H (CDCI3) 8 ppm : 1,18 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2); 2,02 (s, 3H, 

NCOCH3); 2,73 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, Ctf(CH3)2); 2,96-3,06 (m, 2H, 

NCH2CH2S); 3,39-3,49 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,50 (d, J = 6,2 Hz, 2H, 

CH2 cys); 4,60-4,72 (m, 1H, a H cys); 6,59 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH cys); 

6,85-6,97 (m, 1H, NHCH 2 ); 7,41-7,52, 7,57-7,65, 7,93-8,01 (3m, 5H, H 
25 aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 793 (2M+H) + , 397 (M+H) + . 

Analyse : C18H24N2O4S2 (396) 

Calc. % : C 54,55 H 6,06 N 7,07 

Tr.%: 54,89 6,11 7,06 
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2.10. N-(N-ACETYLrS-TRITYL-LrCYSTEINYL)-S-PIVALOYL- 
CYSTEAMINE (1 1) 

La reaction de couplage de 7 (7,4 mmoles) avec le chlorhydrate de 
S-pivaloylcysteamine [(compose obtenu selon les memes methodes que 
celles decrites par T. Wieland et E. Bokelman, Ann. Chem., 1952, 576 , 
20-34 lors des syntheses des chlorhydrates des S-acetyl et S- 
benzoylcysteamines) F = 212-2 13°C] est realisee selon la methode B 
decrite dans la premiere voie de synthese (exemple 1). Apres les 
differents traitements, le compose attendu est isole par " flash w 
chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : CH2CI2/ ether 
30%). On recueille 11, sous forme d'une mousse incolore, avec un 

rendement de 86%. Rf (AcOEt/ether de petrole, 7:3): 0,5. [a]D 20 = 
+8,5° (c 1,29; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 5 ppm : 1,21 (s, 9H, C(C//3)3); 1,90 (s, 3H, NCOCH3); 
2,49 (dd, J = 5,9; 12,9 Hz, 1H, □ Ha cys); 2,78 (dd, J = 6,5; 12,9 Hz, 1H, 
P Hb cys); 2,88-2,98 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,28-3,40 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,06-4,19 (m, 1H, a //cys); 5,77 (d, J = 7,6 Hz, 1H, N// 
cys); 6,27-6,41 (m, 1H, N//CH2); 7,16-7,35, 7,40-7,48 (2m, 15H, H 
aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 549 (M+H) + 

Analyse : C31H36N2O3S2 (548) 

Calc. % : C 67,88 H 6,57 N 5, 1 1 

Tr. %: 66,73 6,70 5,17 

2.11. N-(N-ACETYI^I^CYSTEINYL)-S-PIVALOYLCYSTEAimNE (1-1 93) 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 11 (4,57 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
une gomme qui est purifiee par u flash " chromatographic sur colonne 
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de gel de silice (eluant : CH2Cl2/MeOH 1,5%). On isole la M93, sous 
forme d'une gomme semi-critalline incolore, avec un rendement de 60%. 

Rf (CH2Cl2/MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,49. [a]D 2 ° = -20,2° (c 0,94; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 5 ppm : 1,24 (s, 9H, C(CH3)3); 1,61 (dd, J = 7,6; 10,3 
5 Hz, 1H, SH); 2,08 (s, 3H, NCOCH3); 2,70 (ddd, J = 6,4; 10,3; 13,9 Hz, 
1H, p Ha cys); 2,97-3,09 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,08 (ddd, J = 4,1; 7,6; 
13,9 Hz, 1H, p Hb cys); 3,40-3,52 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,60 (ddd, J = 
4,1; 6,4; 7,8 Hz, 1H, a Hcys); 6,49 (d, J - 7,8 Hz, 1H, NH cys); 6,69- 
6,82 (m, 1H, NHCH2). 

10 SM : (FAB + /G-T) m/z613 (2M+H) + , 307 (M+H) + . 
Analyse : C12H22N2O3S2 (306) 
Calc. % : C 47,06 H 7, 19 N 9, 15 

Tr. % : 47,37 7,23 9,22 

15 2. 12. N-(N,S BIS-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-PIVALOYLCYSTEAMNE (I- 
194) 

La S-acylation de la 1-193 (0,33 mmole), avec de l'anhydride 
acetique, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 

20 2. Le melange reactionnel est en suite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2CI2 /ether 55%). On isole la 1-194 
sous forme d'une gomme (Rdt = 71%) qui cristallise dans un melange 

25 d'AcOEt/ether de petrole en plaquettes incolores. Rf (CH2Cl2/MeOH, 

9,5 : 0,5) : 0,58. F = 112-114°C. [a] D 2 ° = -13,8° (c 0,94; CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 8 ppm : 1,24 (s, 9H, C(CH3)3); 2,03 (s, 3H, NCOCH3); 
2,38 (s, 3H, SCOCH3); 2,94-3,04 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,18-3,36 (m, 
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2H, CH2 cys); 3,36-3,48 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,48-4,60 (m, 1H, aH 
cys); 6,40 (d, J = 7,5 Hz, 1H, NHcys); 6,71-6,83 (m, 1H, N.HCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 697 (2M+H) + , 349 (M+H) + 
Analyse : C14H24N2O4S2 (348) 
5 Calc. % : C 48,28 H 6,90 N 8,05 

Tr. % : 48,34 7,00 7,97 

2.13. N-(N-ACETYL-S-ISOBUTYRYLrL-CYSTEINYL)-S- PIVALOYL- 
CYSTEAMINE (1195) 

10 

La S-acylation de la 1-193 (0,32 mmole), avec du chlorure 
d'isobutyryle, est realisee selon la methode generate decrite dans 
l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la synthese de la 1-177. Apres les differents 
15 traitements, on recueille une gomme qui, apres triturations dans de 
lliexane, fournit une poudre incolore homogene sur CCM (Rdt = 56%). 

Rf (CH2Cl2/ether, 3,5 : 6,5) : 0,46. F = 101-102°C. [a]D 2 ° = -5,7° (c 
1,05; CHCI3). 

RMN 2 H (CDCI3) 5 ppm : 1,20 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2); 1,25 (s, 9H, 
20 C(CH3)3); 2,01 (s, 3H, NCOC//3) ; 2,79 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2); 
2,90-3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,25 (d, J = 6,3 Hz, 2H, CH2 cys); 3,35- 
3,47 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,46-4,58 (m, 1H, a Hcys); 6,38 (d, J = 7,1 
Hz, 1H, NH cys); 6,71-6,81 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 753 (2M+H) + , 377 (M+H) + . 
25 Analyse : C16H28N2O4S2 (376) 

Calc. %: C 51,06 H 7,45 N 7,45 

Tr. % : 51,20 7,49 7,46 
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2.14. N-lN-ACETYL'S-PIVALOYI^L'CYSTEINYLyS-PIVALOYL- 
CYSTEAMINE (1196) 

La S-acylation de la M93 (0,34 mmole), avec du chlorure de 
5 pivaloyle, est realisee selon la methode generale decrite dans Texemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui, apres triturations dans de lliexane, fournit 
une poudre incolore (Rdt = 66%). Rf (CH2CI2 /ether, 5:5): 0,36. 
10 Cristallise dans un melande d'AcOEt/ ether de petrole sous forme de 
microcristaux incolores. F = 109-111°C. [<x]d 2 ° = -4,4° (c 0,91; CHCI3). 

RMN l H (CDCI3) 5 ppm : 1,24 (s, 18H, C(CH3)3); 2,00 (s, 3H, NCOCH3); 
2,90-3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,24 (d, J = 6,4 Hz, 2H, CH 2 cys); 3,36- 
3,47 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,44-4,57 (m, 1H, aHcys); 6,38 (d, J - 7,4 
15 Hz, 1H, NHcys); 6,68-6,88 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB^/G-T) m/z 781 (2M+H) + , 391 (M+H) + . 
Analyse : C17H30N2O4S2 (390) 
Calc. % : C 52,31 H 7,69 N 7,18 

Tr. %: 52,47 7,70 7,14 

20 

2.15. N-(N-ACETYI^S-BENZOYI^I^CYSTEINYL)~S-PIVALOYL 
CYSTEAMNE (1197) 

La S-acylation de la 1-193 (0,34 mmole), avec du chlorure de 
25 benzoyle, est realisee selon la methode generale decrite dans Texemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par u flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 35%). On isole la 1-197 
30 sous forme d'une gomme qui, apres trituration dans de lTiexane, fournit 
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une poudre incolore (Rdt = 66%). Rf (CH2CI2/ ether, 5:5): 0,33. F = 
133-134°C. [a]D 2 ° = +5,10° (c 0,98; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 8 ppm : 1,21 (s, 9H, C(CH3)3); 2,01 (s, 3H, NCOCH3); 
2,90-3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,33-3,52 (m, 4H, NCH2CH2S, CH2 
5 cys); 4,64-4,77 (m, 1H, a H cys); 6,76 (d, J = 7,4 Hz, 1H, NHcys); 7,06- 
7,22 (m, 1H, NHCH2); 7,40-7,50, 7,55-7,63, 7,91-8,0 (3m, 5H, H 
aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 821 (2M+H) + , 411 (M+H) + . 
Analyse : C19H26N2O4S2 (410) 
10 Calc. % : C 55,61 H 6,34 N 6,83 

Tr. % : 55,29 6,35 6,75 

2. 1 6. N-(N-ACETTL-STRITYL-L-C7STEINYL)S-BENZOTL-CYSTEAMINE 
(12) 

15 La reaction de couplage de 7 (7,41 mmoles) est realisee selon la 

methode B decrite dans la premiere voie de synthese (exemple 1): le 
chlorhydrate de S-acetylcysteamine a ete remplace par le chlorhydrate 
de S-benzoylcysteamine (T. Wieland et E. Bokelman, Ann. Chem., 1952, 
576 , 20-34). Apres les differents traitements, le compose attendu est 

20 isole par " flash " chromatographie sur colonne de gel de silice (eluant : 
CH2CI2/ ether 15%). On recueille 12, sous forme d'une mousse 
incolore, avec un rendement de 62%. Rf (AcOEt/ ether de petrole, 7:3): 

0,42. [cc]D 2 ° = +10,8° (c 1,11; CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 6 ppm : 1,86 (s, 3H, NCOCH3); 2,47 (dd, J = 5,7; 13,0 
25 Hz, 1H, p Ha cys); 2,82 (dd, J = 6,4; 13,0 Hz, 1H, p Hb cys); 3,08-3,27 
(m, 2H, NCH2CH2S); 3,41-3,53 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,08-4,21 (m, 1H, 
a Hcys); 5,67 (d, J = 7,7 Hz, 1H, NHcys); 6,34-6,46 (m, 1H, NHCH2); 
7,17-7,32, 7,37-7,45, 7,54-7,61, 7,89-7,96 (4m, 20H, H aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 569 (M+H) + . 
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Analyse : C33H32N2O3S2 (568) 
Calc. % : C 69,72 H 5,63 

Tr. % : 68,96 5,62 



N 4,93 
4,89 



5 2.17. N-(N-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-BENZOYLCYSTEAMNE (I I 98) 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 12 (4,44 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
10 une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur colonne 
de gel de silice (eluant : AcOEt/ether de petrole 50%). On isole la 1-198, 
sous forme d'un solide blanc, avec un rendement de 63%. Rf 

(CH2Cl2/MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,38. F - 128-130°C. [a] D 2 ° = -24,7° (c 
1,01; CHCI3). 

15 RMN X H (CDCI3) 6 ppm : 1,59 (dd, J = 7,6; 10,2 Hz, 1H, SH); 2,04 (s, 
3H, NCOCH3); 2,71 (ddd, J = 6,5; 10,2; 13,8 Hz, 1H, p Ha cys); 3,06 
(ddd, J = 4,3; 7,6; 13,8 Hz, 1H, p Hb cys); 3,20-3,31 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,52-3,64 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,61 (ddd, J - 4,3; 6,5; 
7,4 Hz, 1H, aHcys); 6,51 (d, J = 7,4 Hz, 1H, NHcys); 6,83-7,00 (m, 1H, 

20 NHCH2); 7,43-7,52, 7,56-7,65, 7,92-8,00 (3m, 5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 653 (2M+H) + , 327 (M+H) + . 
Analyse : C14H18N2O3S2 (326) 
Calc. %: C 51,53 H 5,52 N 8,59 

Tr. % : 51,49 5,55 8,60 



2.18. N-(N,S-BIS-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S-BENZOYLCYSTEAMINE (I- 
199) 

La S-acylation de la 1-198 (0,34 mmole), avec de l'anhydride 
acetique, est realisee selon la methode generale decrite dans l'exemple 
30 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 



25 
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pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographie sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/MeOH 1,5%). On isole la 1-199 
sous forme d'une gomme (Rdt = 75%) qui cristallise de 1'AcOEt en 
d'aiguilles incolores. Rf (CH2Cl2/MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,44. F = 166- 

168°C. [a]D 2 ° - -14,3° (c 0,98; CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 5 ppm : 1,99 (s, 3H, NCOCH3); 2,32 (s, 3H, SCOCH3); 
3,18-3,31 (m, 4H, NCH2CH2S, CH2 cys); 3,48-3,61 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,49-4,62 (m, 1H, a H cys); 6,38 (d, J = 7,6 Hz, 1H, NH 
cys); 6,79-6,92 (m, 1H, NHCH2); 7,42-7,51, 7,55-7,64, 7,93-8,01 (3m, 
5H, H aroma tiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 737 (2M+H) + , 369 (M+H) + 
Analyse : C16H20N2O4S2 (368) 
Calc. % : C 52,17 H 5,43 N 7,61 

Tr. % : 52,33 5,45 7,68 

2.19. N'(N-ACETYLrS-ISOBUTYRYLrLrCYSTEINYL)'S' 
BENZOYLCYSTEAMNE (1-200) 

La S-acylation de la 1-198 (0,30 mmole), avec du chlorure 
d'isobutyryle, est realisee selon la methode generale decrite dans 
Texemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la synthese de la 1-177. Apres les differents 
traitements, on recueille une gomme qui est purifiee par " flash " 
chromatographie sur colonne de gel de silice (eluant : CH2CI2 /ether 
40%). On isole la 1-200 sous forme d'une gomme (Rdt = 79%) qui 
cristallise dans un melange d'AcOEt/ether de petrole en plaquettes 

incolores. Rf (CH2Cl2/ether, 3:7): 0,2. F = 135-136°C. [<x]d 2 ° = -6,7° 
(c 1,2; CHCI3). 
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RMN X H (CDCI3) 5 ppm : 1,17 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(C«3)2); l > 97 ( s > 3H, 
NCOCH3); 2,75 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH 3 )2); 3,19-3,30 (m, 4H, 
NCH2CH2S, CH2 cys); 3,46-3,62 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,49-4,61 (m, 
1H, aH cys); 6,41 (d, J = 7,4 Hz, 1H, NH cys); 6,85-6,96 (m, 1H, 
5 NHCH2); 7,41-7,52, 7,55-7,64, 7,90-8,02 (3m, 5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z793 (2M+H) + , 397 (M+H) + . 
Analyse : C18H24N2O4S2 (396) 

Calc. %: C 54,54 H 6,06 N 7,07 

Tr. %: 54,77 6,04 7,07 

10 

2.20. N-(N-ACETYL-S-PIVALOYL-L-CYSTEINYL)-S- 
BENZOYLCYSTEAMINE (1-201) 

La S-acylation de la 1-198 (0,30 mmole), avec du chlorure de 
15 pivaloyle, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 45%). On isole la 1-201 
20 sous forme d'une gomme (Rdt = 83%) qui cristallise dans un melange 
dAcOEt/ether de petrole en plaquettes incolores. Rf (CH2CI2/ ether, 3 : 

7) : 0,3. F = 101-103°C. [cc]d 2 ° = -3,8° (c 1,05; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 8 ppm : 1,22 (s, 9H, C(CH3)3); 1,96 (s, 3H, NCOCH3); 
3,19-3,30 (m, 4H, NCH2CH2S, CH 2 cys); 3,46-3,62 (m, 2H, 
25 NCH2CH2S); 4,47-4,58 (m, 1H, a H cys); 6,38 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NH 
cys); 6,81-6,92 (m, 1H, NHCH2); 7,42-7,52, 7,55-7,65, 7,90-8,02 (3m, 
5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 821 (2M+H) + , 411 (M+H) + . 
Analyse : C19H26N2O4S2 (410) 
30 Calc. %: C 55,61 H 6,34 N 6,83 
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Tr. % : 55,73 6,29 6,85 

2.21 . N-(N-ACETYL-S-BENZOYL-L-CYSTEINYL)-S- 
BENZOYLCYSTEAMINE (1-202) 

5 

La S-acylation de la 1-198 (0,30 mmole), avec du chlorure de 
benzoyle, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
10 recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/MeOH 1%). On isole la 1-202 
sous forme d'une gomme (Rdt = 72%) qui cristallise de 1'AcOEt en 
plaquettes incolores. Rf (CH2Cl2/MeOH, 9,5 : 0,5) : 0,66. F = 188- 

190°C. [a]D 2 ° = +4,1° (c 0,98; CHCI3). 

15 RMN l H (CDCI3) 6 ppm : 1,99 (s, 3H, NCOCH3); 3,19-3,28 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,49 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CH2 cys); 3,52-3,61 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,63-4,71 (m, 1H, a H cys); 6,56 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NH 
cys); 6,92-7,08 (m, 1H, NHCH2); 7,38-7,48, 7,52-7,62, 7,88-7,97 (3m, 
10H, Haromatiques). 

20 SM : (FAB + /G-T) m/z 861 (2M+H) + , 431 (M+H) + . 
Analyse : C21H22N2O4S2 (430) 

Calc. %: C 58,60 H 5,12 N 6,51 

Tr. % : 58,37 5,10 6,51 

25 2.22. N-ISOBUTYRYL-S-TRITYL-L-CYSTEINE (13) 

Ce compose a ete synthetise en adaptant, a la N-isobutyryl-L- 
cysteine, la methode de tritylation decrite par K.-Y. Zee-Cheng et C. C. 
Cheng, J. Med. Chem., 1970, 13, 414-418. Une suspension contenant 
30 4,1 g (21,5 mmoles) de N-isobutyryl-L-cysteine [(preparee selon H. 



WO 00/73266 



- 53- 



PCT/FR00/01447 



Bruckner et coll., J. Chromatogr., 1989, 476, 73-82), ([<x)d - +84° (c 1; 
CHCI3))), 5,6 g (21,5 mmoles) de triphenylmethanol et 16 ml d'acide 
acetique glacial est agitee a la temperature ambiante. Tout en 
maintenant la temperature a 20-25°C, le melange est additionne, goutte 
5 a goutte, de 4,1 ml (32,2 mmoles) d'etherate de BF3. Apres 3 h 
d'agitation, la solution marron obtenue est ensuite refroidie a 0 °C puis 
additionnee de 70 ml d'une solution aqueuse d'acetate de sodium et de 
140 ml d'eau. A la fin des ajouts, il y a prise en masse du melange 
reactionnel sous forme d'un gel. Ce melange est abandonne une nuit a 

10 0 °C puis est ensuite additionne, sous forte agitation, de 150 ml d'eau 
glacee et de 120 ml d 'ether. La phase etheree est decantee et les eaux 
residuelles sont lavees avec 4 x 80 ml d'ether. Les phases organiques 
sont rassemblees, lavees avec 4 x 60 ml d'eau glacee, sechees sur 
sulfate de sodium, filtrees et evaporees a sec sous vide. Le produit brut 

15 obtenu est purifie par lavages successifs avec de lTiexane (5 x 50 ml) 
pour fournir 13, sous forme d'une gomme homogene sur CCM avec un 
rendement de 81%. Rf (CH2Cl2/MeOH/AcOH, 9,4 : 0,6 : 0,07) : 0,53. 

[cc]D 2 ° - +21,4° (c 1,12; CHCI3). 

RMN l U (CDCI3) 5 ppm : 1,12; 1,14 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
20 C(CH3)2); 2,24-2,42 (m, 1H, CH(CH3)2); 2,64-2,28 (m, 2H, CH2); 4,31- 
4,43 (m, 1H, a H)\ 5,67-6,15 (m large, 1H, CO2H); 5,90 (d, J = 7,1 Hz, 
1H, NH recouvrant partiellement le m a 5,67-6,15); 7,18-7,33, 7,37- 
7,46, (2m, 15H, H aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 867 (2M+H) + , 431 (M+H) + ; (FAB~/G-T) rn/z 865 

25 (2M-H)", 432 (M-H)". 

Analyse : C26H27NO3S (433) 

Calc. % : C 72,06 H 6,24 N 3,23 

Tr. % : 72,24 6,22 3,28 
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2. 23. N(NISOBUTYRYL-S-TRITYL-L-CYSTEINYL)-S- 
ACETYLCYSTEAMNE (14) 

La reaction de couplage de 13 (3,93 mmoles) avec le chlorhydrate 
5 de S-acetylcysteamine est realisee selon la methode B decrite dans la 
premiere voie de synthese (exemple 1). Apres les differents traitements, 
le compose attendu est isole par " flash " chromatographic sur colonne 
de gel de silice (eluant : AcOEt/ether de petrole 60%). On recueille 14, 
sous forme d'une mousse incolore, avec un rendement de 67%. Rf 

10 (AcOEt/ether de petrole, 6:4): 0,5. [ot]D 2 ° - +9,3° (c 0,97; CHCI3). 

RMN 1 H (CDCI3) 5 ppm : 1,10 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2); 2,18-2,36 
(m, 1H, CH(CH3)2); 2,29 (s, 3H, SCOCH3 recouvrant partiellement le m 
a 2,18-2,36); 2,50 (dd, J = 5,6; 12,8 Hz, 1H, p Ha. cys); 2,72 (dd, J = 6,7; 
12,8 Hz, 1H, p Hb cys); 2,88-3,01 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,29-3,41 (m, 
15 2H, NCH2CH2S); 4,06-4,19 (m, 1H, a H cys); 5,82 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 
NH cys); 6,42 (t, J = 5,5 Hz, 1H, NHCH2); 7,17-7,35, 7,39-7,48 (2m, 
15H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 535 (M+H) + . 
Analyse : C30H34N2O3S (534) 

20 Calc. % : C 67,42 H 6,37 N 5,24 

Tr. %: 67,05 6,72 5,30 

2.24. N-(N-ISOBUTYRYL-L-CYSTEINYL) S-ACETYLCYSTEAMINE (1-203) 

25 Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 14 (2,56 mmoles). 

Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur colonne 
de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 30%). On isole la 1-203, sous 
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forme d'un solide blanc, avec un rendement de 70%. Rf (CH2Cl2/ether, 
5:5): 0,44. F = 117-120°C. [a] D 2 ° = -36,5° (c 1,04; CHCI3). 
RMN l H (CDCI3) 6ppm : 1,19, 1,20 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH 3 )2); 1,62 (dd, J = 7,5; 10,3 Hz, 1H, Sfl); 2,37 (s, 3H, SCOCH3); 
5 2,47 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, Cf/(CH 3 )2); 2,72 (ddd, J = 6,5; 10,3; 13,9 
Hz, 1H, p Ha cys); 3,00-3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,06 (ddd, J = 4,2; 
7,5; 13,9 Hz, 1H, p Hb cys); 3,41-3,53 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,61 (ddd, J 
= 4,2; 6,5; 7,4 Hz, 1H, a Hcys); 6,46 (d, J = 7,4 Hz, 1H, NH cys); 6,72- 
6,85 (m, 1H, NHCH2). 

10 SM : (FAB + /G-T) m/z 293 (M+H) + . 
Analyse : C11H20N2O3S2 (292) 

Calc. % : C 45,20 H 6,84 N 9,59 

Tr. %: 45,22 7,11 9,69 

15 2.25. N-(N-ISOBUTYRYL-S-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S- 
ACETYLCYSTEAMNE (1-204) 

La S-acylation de la 1-203 (0,34 mmole), avec de l'anhydride 
acetique, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 

20 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 50%). On isole la 1-204 
sous forme semi-cristalline (Rdt = 75%) qui, apres trituration dans de 

25 ttiexane, fournit une poudre incolore. Rf (CH2CI2/ ether, 2:8): 0,43. F 

= 125-127°C. [cc]D 2 ° = -22,9° (c 1,05; CHCI3). 

RMN ! H (CDCI3) 5 ppm : 1,16 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(Ctf3)2); 2,34-2,47 
(m, 1H, CH(CH 3 )2); 2,36, 2,38 (2s, 2 x 3H, 2 x SCOCH3 recouvrant 
partiellement le m a 2,34-2,47); 2,97-3,06 (m, 2H, NCH 2 CH 2 S); 3,26- 
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3,32 (m, 2H, CH2 cys); 3,38-3,48 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,47-4,58 (m, 

1H, atf cys); 6,39 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH cys); 6,80-6,91 (m, 1H, 
NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z669 (2M+H) + , 335 (M+H) + . 
5 Analyse : C13H22N2O4S2 (334) 

Calc. %: C 46,71 H 6,59 N 8,38 

Tr. % : 46,76 6,90 8,35 

2.26. N-(N, S-BisJSOBUTYRYL-L-CYS TEINYL)-S-ACETYLCYSTEAMINE 
10 (1-20 S) 

La S-acylation de la 1-203 (0,32 mmole), avec du chlorure 
d'isobutyryle, est realisee selon la methode generate decrite dans 
l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la syn these de la 1-177. Apres les differents 
15 traitements, on recueille une huile qui est purifiee par " flash " 
chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : AcOEt/ ether de 
petrole 70%). On isole la 1-205 sous forme d'une gomme incolore (Rdt = 

on 

56%). Rf (AcOEt/ether de petrole, 4:6): 0,20. [a]D = -17,3° (c 1,1; 
CHCI3). 

20 RMN 1 H (CDCI3) 6 ppm : 1,16 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2 de N-t-but.); 
1,20, 1,21 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, C(CH3)2 de S-i-but.); 2,33-2,46 
(m, 1H, CH(CH3)2 de N-i-but); 2,36 (s, 3H, SCOCH3 recouvrant 
partiellement le m a 2,33-2,46); 2,79 (hept app., J = 6,9 Hz, 1H 
CH(CH3)2 de S-i-but); 2,97-3,07 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,25 (dd, J - 5,0; 

25 13,8 Hz, 1H, p Ha cys); 3,32 (dd, J = 7,5; 13,8 Hz, 1H, (5 Hb cys); 3,38- 
3,48 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,45-4,57 (m, 1H, a Hcys); 6,44 (d, J = 7,1 
Hz, 1H, Ntfcys); 6,86-6,97 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 725 (2M+H) + , 363 (M+H) + . 
Analyse : C15H26N2O4S2 (362) 
30 Calc. %: C 49,72 H 7,18 N 7,73 
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Tr.%: 49,87 7,36 7,80 

2.2 7. N-(NISOBUTYRYL-S-PIVALOYL-L-CYSTEINYL)S- 
ACETYLCYSTEAMNE (1-206) 

5 

La S-acylation de la 1-203 (0,31 mmole), avec du chlorure de 
pivaloyle, est realisee selon la methode generale decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
10 recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2CI2 /ether 50%). On isole la 1-206 
sous forme semi-cristalline (Rdt = 60%) qui, apres trituration dans de 
lTiexane, foumit une poudre incolore. Rf (AcOEt/ ether de petrole, 4 : 6) 

: 0,3. F = 101-103°C. [a]D 20 = -19,3° (c 1,09; CHCI3). 

15 RMN X H (CDCI3) 8 ppm : 1,15 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2V, 1,24 (s, 9H, 
C(CH 3 )3); 2,30-2,45 (m, 1H, CH(CH3)2); 2,36 (s, 3H, SCOCH3 
recouvrant partiellement le m a 2,30-2,45); 2,96-3,07 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,23 (dd, J = 5,3; 13,8 Hz, 1H, p Ha cys); 3,30 (dd, J = 6,9; 
13,8 Hz, 1H, P Hb cys); 3,37-3,49 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,44-4,57 (m, 

20 1H, a H cys); 6,44 (d, J = 7,1 Hz, 1H, NH cys); 6,85-6,98 (m, 1H, 
NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 753 (2M+H) + , 377 (M+H) + . 
Analyse : C16H28N2O4S2 (376) 

Calc. % : C 51,06 H 7,45 N 7,45 

25 Tr. % : 50,98 7,72 7,54 

2.28. N-(N-ISOBUTYR YL-S-BENZOYL-L-CYSTEINYL)-S-ACETYL 
CYSTEAMNE (1-207) 

La S-acylation de la 1-203 (0,31 mmole), avec du chlorure de 
30 benzoyle, est realisee selon la methode generale decrite dans l'exemple 
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2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la syn these de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par "flash" chromatographie sur 
colonne de gel de silice (eluant : AcOEt/ether de petrole 75%). On isole 
5 la 1-207 sous forme d'un solide incolore (Rdt = 55%) qui cristallise de 
Tether en microcristaux incolores. Rf (CH2CI2 /ether, 7,5 : 2,5) : 0,45. F 

= 135-137°C. [a]D 2 ° - +3,5° (c 1,16; CHCI3). 

RMN l H (CDCI3) 5 ppm : 1,12, 1,14 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH 3 )2); 2,30-2,47 (m, 1H, CH(CH3)2); 2,33 (s, 3H, SCOCH3 
10 recouvrant partiellement le m a 2,30-2,47); 2,98-3,07 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,40-3,58 (m, 4H, CH2 cys, NCH2CH2S); 4,59-4,70 (m, 
1H, a H cys); 6,59 (d, J = 7,1 Hz, 1H, NH cys); 6,93-7,04 (m, 1H, 
NHCH2); 7,41-7,53, 7,57-7,61, 7,92-8,01 (3m, 5H, H aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z793 (2M+H) + , 397 (M+H) + 
15 Analyse : C18H24N2O4S2 (396) 

Calc. % : C 54,54 H 6,06 N 7,07 

Tr. % : 54,51 6,20 7,07 

2.29. N'(NJSOBUTYRYLrS-TRITYLrL-CYSTEINYL)'S~ 
20 ISOBUTYRYLCYSTEAMNE (1 5) 

La reaction de couplage de 13 (3,93 mmoles) avec le chlorhydrate 
de S-isobutyiylcysteamine est realisee selon la methode B decrite dans 
la premiere voie de syn these (exemple 1). Apres les differents 
25 traitements, le compose attendu est isole par " flash " chromatographie 
sur colonne de gel de silice (eluant : AcOEt/ether de petrole 65%). On 
recueille 15, sous forme d'une mousse incolore, avec un rendement de 

90 

75%. Rf (AcOEt/ether de petrole, 5:5): 0,6. [cx]d = +7,9° (c 1,27; 
CHCI3). 
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RMN *H (CDCI3) 5ppm : 1,107; 1,110; 1,159; 1,162 (4d, J = 4 x 6,9 Hz, 
4 x 3H, 2 x C(CH3)2Y, 2,17-2,32 (m, 1H, CH(CH3)2 de N-i-but.); 2,51 
(dd, J = 5,7; 12,8 Hz, 1H, p Ha cys); 2,63-2,79 (m, 1H CH(CH3)2 de S-i- 
but.); 2,72(dd, J = 6,8; 12,8 Hz, 1H, p Hb cys recouvrant partiellement 
5 lema 2,63-2,79); (2,88-2,98 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,29-3,40 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,07-4,19 (m, 1H, a H cys); 5,81 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH 
cys); 6,32-6,43 (m, 1H, NHCH2); 7,18-7,35, 7,39-7,47 (2m, 15H, H 
aromatiques) . 

SM : (FAB + /G-T) m/z 563 (M+H) + . 
10 Analyse : C32H38N2O3S2 (562) 

Calc. %: C 68,33 H 6,76 N 4,98 

Tr. %: 68,27 6,71 4,88 

2.30. N-(N-ISOBUTYRYL-L-CYSTEINYL)-S-ISOBUTYRYLCYSTEAMINE 
15 (1-208) 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 15 (2,75 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
une gomme qui est purifiee par "flash" chromatographic sur colonne de 
20 gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 25%). On isole la 1-208 sous forme 
d'une gomme qui, apres trituration dans de lliexane, fournit une 
poudre incolore (Rdt = 69%). Rf (CH2CI2/ ether, 5:5): 0,39. F = 125- 

127°C. [a]D 2 ° = -25,7° (c 1,05; CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 8 ppm : 1,19, 1,20 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 6H, 2 x 
25 C(CH 3 )2); 1,62 (dd, J = 7,5; 10,3 Hz, 1H, SH); (2,41-2,54 (m, 1H, 
CH(CH3)2 de N-i-but.); 2,70-2,84 (m, 1H, Ctf(CH3)2 de S-i-but.); 
2,72(ddd, J = 6,5; 10,3; 13,7 Hz, 1H, p Ha cys recouvrant partiellement 
lema 2,70-2,84); 2,98-3,14 (m, 3H, p Hb cys, NCH2CH2S); 3,42-3,53 
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(m, 2H, NCH2CH2S); 4,54-4,66 (m, 1H, a H cys); 5,81 (d, J = 7,4 Hz, 
1H, NHcys); 6,74-6,85 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z641 (2M+H) + , 321 (M+H) + . 
Analyse : C13H24N2O3S2 (320) 

5 Calc. % : C 48,75 H 7,50 N 8,75 

Tr. % : 48,45 7,82 8,75 

2.31. N-(N-ISOBUTYRYL-S-ACETYL-L-CYSTEINYL)-S- 
ISOBUTYRYLCYSTEAMINE (1-209) 

10 

La S-acylation de la 1-208 (0,28 mmole), avec de l'anhydride 
acetique, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements on 
15 recueille une gomme qui, apres triturations dans de Miexane, fournit 
une poudre incolore homogene sur CCM avec un rendement de 80%. Rf 

90 

(CH2CI2/ ether, 5:5): 0,55. F = 100-102°C. [a]D = -22,9° (c 0,92; 
CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 8 ppm : 1,15, 1,20 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 6H, 2 x 
20 C(CH3)2); (2,34-2,47 (m, 1H, C/f(CH3)2 de N-i-but.); 2,37 (s, 3H, 
SCOCH3 recouvrant partiellement le m a 2,34-2,47); 2,69-2,82 (m, 1H, 
CH(CH3)2 de S-i-but); 2,95-3,05 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,26-3,32 (m, 
2H, CH2 cys); 3,37-3,47 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,47-4,59 (m, 1H, a H 
cys); 6,39 (d, J = 7,1 Hz, 1H, NHcys); 6,79-6,90 (m, 1H, NHCH2). 

25 SM : (FAB + /G-T) m/z 725 (2M+H) + , 363 (M+H) + . 
Analyse : C15H26N2O4S2 (362) 

Calc. % : C 49,72 H 7,18 N 7,73 

Tr. %: 49,47 7,41 7,70 
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2.31. N-(N, S-BIS-ISOBUTYRYL-L-CYSTEINYL)-S- 
ISOBUTYRYLCYSTEAMNE (1-210) 

La S-acylation de la 1-208 (0,28 mmole), avec du chlorure 
5 d'isobutyryle, est realisee selon la methode generate decrite dans 
l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la synthese de la 1-177. Apres les differents 
traitements, on recueille une gomme qui est purifiee par " flash " 
chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 
10 25%). On isole la 1-210 sous forme d'une gomme qui, apres trituration 
dans de ttiexane, fournit une poudre incolore (Rdt = 63%). Rf 

90 

(CH2Cl2/ether, 5:5): 0,68. F = 94-96°C. [a]D = -11° (c 0,91; CHCI3). 

RMN l H (CDCI3) 8 ppm : 1,154, 1,158, 1,199, 1,202 (4d, J = 4 x 6,9 Hz, 
2 x 3H, 2 x 6H, 3 x C(CH3)2Y, (2,32-2,46 (m, 1H, CH(CH3)2 de N-i-but); 
15 2,69-2,86 (m, 2H, 2 x CH(CH3)2 de 2 x S-z-but); 2,93-3,07 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,25 (dd, J = 5,0; 14,5 Hz, 1H, p Ha cys); 3,32 (dd, J = 7,7; 
14,5 Hz, 1H, p Hb cys); 3,38-3,47 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,45-4,56 (m, 
1H, a H cys); 6,42 (d, J - 7,4 Hz, 1H, NH cys); 6,82-6,92 (m, 1H, 
RHCH2). 

20 SM : (FAB + /G-T) m/z 781 (2M+H) + , 391 (M+H) + . 
Analyse : C17H30N2O4S2 (390) 

Calc. %: C 52,31 H 7,69 N 7,18 

Tr. % : 52,02 8,02 7,21 

25 2.32. N-(N-ISOBUTYRYL-S-BENZOYL-L-CYSTEINYL)-S- 
ISOBUTYRYLCYSTEAMINE (1-21 1) 

La S-acylation de la 1-208 (0,29 mmole), avec du chlorure de 
benzoyle, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
30 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
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pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 35%). On isole la 1-210 
sous forme d'une gomme qui, apres trituration dans de Tether de 
petrole, fournit une poudre incolore (Rdt = 86%). Rf (CH2Cl2/ether, 6 : 

4) : 0,52. F = 155-157°C. [<x]d 2 ° = +7,0° (c 1; CHCI3). 

RMN ! H (CDCI3) 5 ppm : 1,12, 1,15, 1,18, (3d, J = 3 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 1 
x 6H, 2 x C{CH3)2); (2,36-2,46 (m, 1H, CH(CH3)2 de N-i-but.); 2,68-2,80 
(m, 1H, CH(CH3)2 de S-i-but); 2,95-3,05 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,40- 
3,62 (m, 4H, CH2 cys, NCH2CH2S); 4,56-4,69 (m, 1H, aHcys); 6,54 (d, 
J = 7,0 Hz, 1H, NH cys); 6,84-6,95 (m, 1H, NHCH2); 7,42-7,51, 7,57- 
7,65, 7,94-8,01 (m, 5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 849 (2M+H) + , 425 (M+H) + . 
Analyse : C20H28N2O4S2 (424) 

Calc. % : C 56,60 H 6,60 N 6,60 

Tr. % : 56,42 6,79 6,63 

2.33. N-(N-ISOBUTYRYL-S-TRITYL-L-CYSTEINYL)-S- 
PIVALOYLCYSTEAMNE (1 6) 

La reaction de couplage de 13 (3,93 mmoles) avec le chlorhydrate 
de S-pivaloylcysteamine est realisee selon la methode B decrite dans la 
premiere voie de synthese (exemple 1). Apres les differents traitements, 
le compose attendu est isole par "flash" chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : AcOEt/ ether de petrole 70%). On recueille 16 sous 
forme d'une mousse qui, apres trituration dans de ITiexane, fournit une 
poudre incolore (Rdt = 88%). Rf (CH2Cl2/ether, 6:4): 0,82. F = 85- 

88°C. [a]D 2 ° = +5,9° (c 1,02; CHCI3). 

RMN 1 H (CDCI3) 5 ppm : 1,11 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C{CH3)2); 1,21 (s, 9H, 
C(CH3)3); 2,20-2,38 (m, 1H, CH(CH 3 ) 2 ); 2,51 (dd, J = 5,6; 12,9 Hz, 1H, 
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P Ha cys); 2,72(dd, J = 6,7; 12,9 Hz, 1H, p Hb cys); 2,84-2,96 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,27-3,39 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,03-4,17 (m, 1H, a H 
cys); 5,78 (d, J = 7,4 Hz, 1H, NH cys); 6,22-6,34 (m, 1H, NHCH2); 7,18- 
7,35, 7,38-7,48 (2m, 15H, Haromatiques). 

5 SM : (FAB + /G-T) m/z 577 (M+H) + 
Analyse : C33H40N2O3S2 (576) 

Calc. % : C 68,75 H 6,94 N 4,86 

Tr. %: 68,49 6,98 4,93 

10 2.34. NfNISOBUTYRYL -L-CYSTEINYL)-S-PIVALOYLCYSTEAMINE (I- 
214) 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 16 (2,78 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
15 une gomme qui est purifiee par "flash" chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : CH2CI2/ ether 22%). On isole la 1-214 sous forme 
d'une gomme qui, apres trituration dans de lliexane, fournit une 
poudre incolore (Rdt = 70%). Rf (CH2CI2/ ether, 5:5): 0,46. F = 120- 

122°C. [<x] D 20 = -25° (c 1,04; CHCI3). 

20 RMN X H (CDCI3) 8 ppm : 1,194, 1,198 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH3)2); 1,23 (s, 9H, C{CH3)3Y, 1,61 (dd, J = 7,6; 10,2 Hz, 1H, SH); 
2,47 (hept app., J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2); 2,72(ddd, J = 6,5; 10,2; 
13,8 Hz, 1H, p Ha cys); 2,95-3,13 (m, 3H, p Hb cys, NCH2CH2S); 3,40- 
3,52 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,54-4,66 (m, 1H, a H cys); 6,49 (d, J - 7,5 

25 Hz, 1H, Ntfcys); 6,73-6,88 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 669 (2M+H) + , 335 (M+H) + 
Analyse : C14H26N2O3S2 (334) 

Calc. % : C 50,30 H 7,78 N 8,38 

Tr. %: 50,19 7,92 8,35 

30 
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2. 35. N-(N-ISOBUTYRYL-S-ACETYL-I^CYSTEINYL)-S- 
PIVALOYLCYSTEAMINE (1-215) 

La S-acylation de la 1-214 (0,27 mmole), avec de l'anhydride 
5 acetique, est realisee selon la methode generale decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la syn these de la 1-177. Apres les differents traitements on 
recueille une gomme qui, apres triturations dans de lliexane, fournit 
une poudre incolore homogene sur CCM avec un rendement de 80%. Rf 

10 (CH2Cl2/ether, 6:4): 0,45. F = 112-114°C. [a]D 20 = -18,8° (c 0,9; 
CHCI3). 

RMN 1 H (CDCI3) 8 ppm : 1,16 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2); 1,24 (s, 9H, 
C(CH3)3); (2,31-2,49 (m, 1H, Ctf(CH3)2); 2,37 (s, 3H, SCOCH3 
recouvrant partiellement le m a 2,31-2,49); 2,88-3,08 (m, 2H, 
15 NCH2CH2S); 3,25-3,34 (m, 2H, CH2 cys); 3,35-3,47 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,48-4,60 (m, 1H, a H cys); 6,38 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH 
cys); 6,74-6,89 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 377 (M+H) + . 
Analyse : C15H28N2O4S2 (376) 

20 Calc. %: C 51,06 H 7,45 N 7,45 

Tr. % : 50,97 7,81 7,47 

2.36. N-( N,S BIS ISOBUTYRYL -L-CYSTEINYLJ-S-PIVALOYLCYSTEAMINE 
(1-216) 

25 La S-acylation de la 1-214 (0,26 mmole), avec du chlorure 

d'isobutyryle, est realisee selon la methode generale decrite dans 
l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la synthese de la 1-177. Apres les differents 
traitements, on recueille une gomme qui est purifiee par "flash" 

30 chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : CH2CI2/ ether 
15%). On isole la 1-216 sous forme d'une gomme qui, apres trituration 
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dans de l'hexane, fournit une poudre incolore (Rdt - 78%). Rf 

90 

(CH2Cl 2 /ether, 6:4): 0,61. F = 105-107°C. [cc] D ^ U = -12,2° (c 1,07; 
CHCI3). 

RMN l U (CDCI3) 6 ppm : 1,154, 1,157, 1,196, 1,201 (4d, J = 4 x 6,9 Hz, 
5 4 x 3H, 2 x C(CH3)2); 1,24 (s, 9H, C(CH3)3Y, 2,39 (hept app., J = 6,9 Hz, 
1H, CH(CH3)2 de N-z-but); 2,79 (hept app., J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH 3 )2 de 
S-z'-but); 2,87-3,08 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,25 (dd, J = 5,2; 14,5 Hz, 1H, 
p Ha cys); 3,32 (dd, J = 7,5, 14,5 Hz, 1H, (3 Hb cys); 3,37-3,47 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,46-4,59 (m, 1H, a H cys); 6,43 (d, J = 7,0 Hz, 1H, Ntf 
10 cys); 6,81-6,93 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 809 (2M+H) + , 405 (M+H) + . 
Analyse : C18H32N2O4S2 (404) 

Calc. %: C 53,47 H 7,92 N 6,93 

Tr. %: 53,33 8,09 6,95 

15 

2.37. N-(N-ISOBUTYRYIrSPIVALOYL-L-CYSTEINYL)S- 
PIVALOYLCYSTEAMINE (1-21 7) 

La S-acylation de la 1-214 (0,26 mmole), avec du chlorure de 
20 pivaloyle, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements on 
recueille une gomme qui, apres triturations dans de Miexane, fournit 
une poudre incolore homogene sur CCM avec un rendement de 55%. Rf 

25 (CH2Cl 2 /ether, 6:4): 0,63. F = 106-108°C. [a] D ^ u = -10,2° (c 1,18; 
CHCI3). 

RMN l U (CDCI3) 5 ppm : 1,151, 1,157, (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH3)2); 1,240, 1,244 (2s, 2 x 9H, 2 x C(CH3)3); 2,38 (hept app., J = 
6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2); 2,86-3,07 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,24 (dd, J = 
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5,0; 14,2 Hz, 1H, p Ha cys); 3,30 (dd, J = 6,5, 14,2 Hz, 1H, p Hb cys); 
3,33-3,48 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,42-4,54 (m, 1H, a H cys); 6,39 (d, J = 

7.0 Hz, 1H, NH cys); 6,74-6,86 (m, 1H, NHCH2). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 837 (2M+H) + , 419 (M+H) + . 
5 Analyse : C19H34N2O4S2 (418) 

Calc.%: C 54,81 H 8,17 N 6,73 

Tr. %: 54,50 8,27 6,74 

2.38. N-{N-ISOBUTYRYL-S-BENZOYL-LrCYSTEINYL)-S- 
1 0 PIVALOYLCYSTEAMINE (1-21 8) 

La S-acylation de la 1-214 (0,26 mmole), avec du chlorure de 
benzoyle, est realisee selon la methode generate decrite dans 1'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
15 pour la syn these de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 25%). On isole la 1-218 
sous forme d'une gomme qui, apres trituration dans de ltiexane, fournit 
une poudre incolore (Rdt = 73%). Rf (CH2CI2/ ether, 5:5): 0,57. F = 

20 123-124°C. [ct] D 20 = +8,7° (c 0,92; CHCI3). 

RMN 1 H (CDCI3) 5 ppm : 1,12, 1,14, (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH3)2); 1,22 (s, 9H, C(CH3)3); 2,40 (hept app., J = 6,9 Hz, 1H, 
CH(CH3)2); 2,89-3,09 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,37-3,61 (m, 4H, 
NCH2CH2S, CH2 cys); 4,57-4,70 (m, 1H, a Hcys); 6,55 (d, J = 7,3 Hz, 

25 1H, NH cys); 6,84-6,94 (m, 1H, NHCH2); 7,41-7,52, 7,55-7,66, 7,92- 

8.01 (3m, 5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 877 (2M+H) + , 439 (M+H) + . 
Analyse : C21H30N2O4S2 (438) 

Calc.%: C 57,53 H 6,85 N 6,39 

30 Tr. % : 57,53 6,89 6,37 
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2.39. N-(N-ISOBUTYRYL-S-TRITYL-L-CYSTEINYL)-S-BENZOYLCYSTEAMINE 
(17) 

La reaction de couplage de 13 (3,93 mmoles) avec le chlorhydrate 
5 de S-benzoylcysteamine est realisee selon la methode B decrite dans la 
premiere voie de synthese (exemple 1). Apres les differents traitements, 
le compose attendu est isole par "flash" chromatographic sur colonne de 
gel de silice (eluant : AcOEt/ether de petrole 70%). On recueille 17 sous 
forme d*une mousse qui, apres trituration dans de ttiexane, fournit une 

20 

10 mousse incolore (Rdt = 77%). Rf (CH2Cl2/ether, 6:4): 0,76. [<x]d = 
+7,8° (c 1,03; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 5 ppm : 1,09 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2Y, 2,18-2,31 
(m, 1H, CH(CH 3 )2); 2,51 (dd, J = 5,6; 12,9 Hz, 1H, p Ha cys); 2,74 (dd, J 
= 6,7, 12,9 Hz, 1H, p Hb cys); 3,07-3,25 (m, 2H, NCH2CH2S); 3,40-3,51 
15 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,07-4,19 (m, 1H, a H cys); 5,74 (d, J = 7,6 Hz, 
1H, Ntf cys); 6,35-6,45 (m, 1H, NHCH2); 7,17-7,33, 7,38-7,47, 7,53- 
7,62, 7,89-7,96 (4m, 20H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 597 (M+H) + . 
Analyse : C35H36N2O3S2 (596) 

20 Calc. %: C 70,47 H 6,04 N 4,70 

Tr. %: 70,14 6,10 4,79 

2.40. N-(N-ISOBUTYRYL-L-CYSTEINYL)-S-BENZOYLCYSTEAMNE (I- 
219) 

25 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 17 (2,68 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres les differents traitements, on recueille 
une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur colonne 
30 de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 25%). On isole la 1-219 sous 
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forme d'une gomme qui, apres trituration dans de l'hexane, fournit une 
poudre incolore (Rdt = 58%). Rf (CH2Cl2/ether, 6:4): 0,35. F = 127- 

130°C. [a]D 2 ° = -20,8° (c 1,06; CHCI3). 

RMN *H (CDCI3) 6 ppm : 1,17, 1,18, (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
5 C(CH3)2); 1,59 (dd, J = 7,5 ; 10,3 Hz, 1H, SH) ; 2,44 (hept app., J = 6,9 
Hz, 1H, CH(CH3)2) ; 2,70 (ddd, J = 6,5, 10,3, 13,8 Hz, 1H, p Ha cys); 
3,07 (ddd, J = 4,2, 7,5, 13,8 Hz, 1H, p Hb cys); 3,17-3,34 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 3,53-3,64 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,62 (ddd, J = 4,2, 6,5, 
8,0 Hz, 1H, aHcys); 6,47 (d, J = 8,0 Hz, 1H, NH cys); 6,80-6,91 (m, 1H, 
10 NHCH2); 7,42-7,53, 7,56-7,65, 7,92-8,01 (3m, 5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 709 (2M+H) + , 355 (M+H) + . 
Analyse : C16H22N2O3S2 (354) 

Calc. %: C 54,23 H 6,21 N 7,91 

Tr. %: 54,20 6,18 7,94 

15 

2.41. N-(N-JSOBUTYRYL-S-ACETYL-l^CYSTEINYL)-S- 
BENZOYLCYSTEAMNE (1-220) 

La S-acylation de la 1-219 (0,25 mmole), avec de 1'anhydride 
20 acetique, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la syn these de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est puriliee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 15%). On isole la 1-220 
25 sous forme d'une gomme qui, apres trituration dans de l'hexane, fournit 
une poudre incolore (Rdt = 70%). Rf (CH2Cl2/ether, 7,5 : 2,5) : 0,43. F = 

174-176°C. [cc]D 20 = -17,6° (c 0,91; CHCI3). 

RMN J H (CDCI3) 8 ppm : 1,13, 1,14, (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH 3 )2Y, 2,29-2,45 (m, 1H, Ctf(CH3)2); 2,32 (s, 3H, SCOCH3 
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recouvrant partiellement le m a 2,29-2,45); 3,18-3,38 (m, 4H, 
NCH2CH2S, CH2 cys); 3,45-3,62 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,50-4,62 (m, 
1H, a H cys); 6,39 (d, J - 7,1 Hz, 1H, NH cys); 6,88-6,98 (m, 1H, 
NHCH2); 7,42-7,52, 7,55-7,64, 7,92-8,01 (3m, 5H, Haromatiques). 

5 SM : (FAB + /G-T) m/z 793 (2M+H) + , 397 (M+H) + 
Analyse : C18H24N2O4S2 (396) 

Calc. %: C 54,54 H 6,06 N 7,07 

Tr. %: 54,46 6,02 7,08 

10 2.42. N-(N,S-BIS-ISOBUTYRYL-lrCYSTEINYL) S- 
BBNZOYLCYSTEAMINE (1-221) 

La S-acylation de la 1-219 (0,25 mmole), avec du chlorure 
d'isobutyryle, est realisee selon la methode generate decrite dans 
15 l'exemple 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le 
protocole decrit pour la synthese de la 1-177. Apres les differents 
traitements on recueille une gomme qui, apres triturations dans de 
ttiexane, fournit une poudre incolore homogene sur CCM avec un 
rendement de 86%. Rf (CH2CI2/ ether, 7,5 : 2,5) : 0,42. F = 141-143°C. 

20 [cc] D 20 = -9° (c 1,11; CHCI3). 

RMN l H (CDCI3) 8 ppm : 1,13, 1,14 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(Ctf3)2 de N-i-but.); 1,18 (d, J = 6,9 Hz, 6H, C(CH3)2 de S-f-but); 2,37 
(hept app., J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2 de N-i-but); 2,75 (hept app., J = 
6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2 de S-i-but); 3,16-3,38 (m, 4H, CH2 cys, 

25 NCH2CH2S); 3,42-3,64 (m, 2H, NCH2CH2S); 4,47-4,58 (m, 1H, a H 
cys); 6,42 (d, J = 7,0 Hz, 1H, NHcys); 6,87-7,01 (m, 1H, NHCH2); 7,41- 
7,50, 7,55-7,63, 7,93-8,01 (3m, 5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 849 (2M+H) + , 425 (M+H) + . 
Analyse : C20H28N2O4S2 (424) 
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Tr. % : 



Calc. % : 



C 56,60 
56,67 



H 6,60 



6,62 



N 6,60 
6,63 



2.43. N-(N-ISOBUTYRYL-S-PIVALOYL-LrCYSTEINYL)-S- 
5 BENZO YLC YS TE AMINE (1-222) 

La S-acylation de la 1-219 (0,25 mmole), avec du chlorure de 
pivaloyle, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 
2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
10 pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 20%). On isole la 1-222 
sous forme d'une gomme (Rdt = 50%) qui, apres trituration dans de 
lliexane, fournit une poudre incolore. Rf (CH2CI2/ ether, 5:5): 0,55. F 

15 = 1 12-1 14°C. [a]D 2 ° = +4,6° (c 1,08; CHCI3). 

RMN l H (CDCI3) 5 ppm : 1,12, 1,13 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH3)2); 1,22 (s, 9H, C(CH3)3); 2,36 (hept app., J = 6,9 Hz, 1H, 
Ctf(CH3)2); 3,18-3,36 (m, 4H, CH2 cys, NCH2CH2S); 3,45-3,62 (m, 2H, 
NCH2CH2S); 4,48-4,60 (m, 1H, aH cys); 6,48 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NH 
20 cys); 6,96-7,08 (m, 1H, NHCH2); 7,40-7,51, 7,54-7,63, 7,92-8,01 (3m, 
5H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 877 (2M+H) + , 439 (M+H) + 
Analyse : C21H30N2O4S2 (438) 

Calc. % : C 57,53 H 6,85 N 6,39 

25 Tr. %: 57,31 6,86 6,34 

2.44. N-(N-ISOBUTYRYL-S-BENZOYL-L-CYSTEINYL)-S- 
BENZOYLCYSTEAMNE (1223) 

30 La S-acylation de la 1-219 (0,26 mmole), avec du chlorure de 

benzoyle, est realisee selon la methode generale decrite dans l'exemple 
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2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par "flash" chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : CH2Cl2/ether 20%). On isole la 1-223 
5 sous forme d'une gomme (Rdt - 84%) qui, apres trituration dans de 
ttiexane, fournit une poudre incolore. Rf (CH2CI2/ ether, 7:3): 0,41. F 

= 154-156°C. [a]D 2 ° - +7,6° (c 0,92; CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 8 ppm : 1,10, 1,11 (2d, J = 2 x 6,9 Hz, 2 x 3H, 
C(CH 3 )2); 2,38 (hcpt app., J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2); 3,19-3,28 (m, 2H, 
10 NCH2CH2S); 3,43-3,64 (m, 4H, CH2 cys, NCH2CH2S); 4,58-4,71 (m, 
1H, a H cys); 6,55 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NH cys); 6,92-7,01 (m, 1H, 
NHCH2); 7,39-7,50, 7,53-7,64, 7,91-7,99 (3m, 10H, H aromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 917 (2M+H) + , 459 (M+H) + 
Analyse : C23H26N2O4S2 (458) 

15 Calc. % : C 60,26 H 5,68 N 6,11 

Tr. %: 60,22 5,67 6,00 

2.45. N-fN-ACETYL-S TRITYL-LrCYSTEINYLJTHIAZOLIDINE (18) 

20 

La reaction de couplage de 7 (2 mmoles) avec la thiazolidine est 
realisee selon la methode A decrite dans la premiere voie de synthese 
(exemple 1). Apres re tour a la temperature ambiante, Tagitation est 
poursuivie 12 h. Le milieu reactionnel est alors dilue avec 50 ml 

25 d'AcOEt puis lave (eau, 70 ml; bicarbonate de sodium sature et glace, 
50 ml; eau, 2 x 50 ml), seche sur sulfate de sodium et evapore a sec 
sous vide. La mousse incolore obtenue est ensuite purifiee par par 
"flash" chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant : 
AcOEt/ether de petrole 30%). On isole 18, sous forme d'une gomme 

30 incolore, avec un rendement de 80%. Rf (AcOEt/ether de petrole, 8:2): 
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0,40. Cristallise du MeOH en aiguilles incolores. F = 197-198°C. [cc]d 
= +0,86° (c 1,16; CHCI3). 

RMN X H (CDCI3) 8 ppm (melange isomerique, 5,2 : 4,8): 1,95 (s, 3H, 
NCOCH3); 2,48-2,66 (m, 2H, CH2 cys); 2,88-3,02 (m, 2H, H5, H5' Thz); 
5 3,24-3,34, 3,64-3,75, 3,77-3,86 (3m, 2H, H4, H4' Thz); 3,96, 4,41 et 

4.45, 4,54 ( 2 x 2d, J = 2 x 8,8 et 2 x 10,3 Hz, 2H, fi2, H2 9 Thz), 4,60- 
4,69 (m, 1H, aHcys); 6,05-6,15 (m, 1H, NH cys); 7,18-7,34, 7,36-7,44 
(2m, 15H, Haromatiques). 

SM : (FAB + /G-T) m/z953 (2M+H) + , 477 (M+H) + 
10 Analyse : C27H28N2O2S2 (476) 

Calc. % : C 68,07 H 5,88 N 5,88 

Tr. %: 67,97 5,84 5,89 

2.46. N'(N'ACETYLrLrCYSTEINYL)THIAZOLIDINE (1-212) 

15 

Ce compose est obtenu par la S-detritylation de 18 (0,77 mmoles). 
Le protocole utilise est le meme que celui decrit dans l'exemple 1 pour 
la synthese de la 1-152. Apres une nuit d 'agitation a la temperature 
ambiante, on obtient une solution. Cette solution est evaporee a sec 

20 sous vide et le residu pateux obtenu est coevapore avec du toluene (3 x 
5 ml) puis lave avec 4 x 15 ml d'ether pour fournir le sulfure d'argent 
correspondant sous forme d'une poudre jaune. Ce sulfure est ensuite 
traite de la meme fagon que celle decrite dans Texemple 1. Apres les 
differents traitements, on recueille une gomme translucide qui est 

25 purifiee par "flash" chromatographic sur colonne de gel de silice (eluant 
: AcOEt). On isole la 1-212, sous forme d'une gomme incolore, avec un 
rendement de 64%. Rf (AcOEt/ MeOH, 9,7 : 0,3) : 0,40. Cristallise dans 
un melange d'AcOEt/hexane sous forme d'aiguilles incolores. F = 90- 

91°C. [a] D 20 - -31° (c 1; CHCI3). 
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RMN L H (CDCI3) 5 ppm (melange isomerique, 5,8 : 4,2): 1,55 (t app., J = 
8,9 Hz, 1H, SH); 2,02 (s, 3H, NCOCH3); 2,75-2,84, 2,85-2,95 (2m, 2H, 
CH2 cys); 2,99-3,18 (m, 2H, H5, H5' Thz); 3,79-4,03 (m, 2H, H4, H4' 
Thz); 4,57, 4,63 et 4,71 (2d, J = 2 x 10,4 et Is app., 2H, H2, H2' Thz), 
5 4,94-5,04 (m, 1H, atf cys); 6,41-6,52 (m, 1H, NHcys). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 235 (M+H) + . 
Analyse : C8H14N2O2S2 (234) 

Calc. % : C 41,03 H 5,98 N 1 1,97 

Tr. %: 41,12 6,01 11,96 

10 

2.47. N-(N,S-BIS-ACETYL-L-CYSTEINYL)THIAZOUDJNE (1-213) 

La S-acylation de la 1-212 (0,26 mmole), avec de l'anhydride 
acetique, est realisee selon la methode generate decrite dans l'exemple 

15 2. Le melange reactionnel est ensuite traite suivant le protocole decrit 
pour la synthese de la 1-177. Apres les differents traitements, on 
recueille une gomme qui est purifiee par " flash " chromatographic sur 
colonne de gel de silice (eluant : AcOEt/ ether de petrole 10%). On isole 
la 1-213 sous forme d'une gomme (Rdt = 80%) qui cristallise dans un 

20 melange d'AcOEt/ether de petrole en aiguilles incolores. Rf (AcOEt) : 

0,3. F = 107-108°C. [ct] D 20 = +6,6° (c 1,36; CHCI3). 

RMN ! H (CDCI3) 8 ppm (melange isomerique, 5,9 : 4,1): 2,01 (s, 3H, 
NCOCH3); 2,36 (s, 3H, SCOCH3); 2,97-3,20, 3,26-3,29, 3,30-3,33 (3m, 
4H, CH2 cys, H5, H5' Thz); 3,73-3,81, 3,82-3,89, 3,96-4,06 (3m, 2H, 
25 H4, m' Thz); 4,49, 4,61, 4,71, 4,81 (2 x 2d, J = 2 x 10,3 et 2 x 8,9 Hz, 
2H, H2, H2' Thz), 4,93-5,04 (m, 1H, a H cys); 6,39-6,50 (m, 1H, NH 
cys). 

SM : (FAB + /G-T) m/z 553 (2M+H) + , 277 (M+H) + . 
Analyse : C10H16N2O3S2 (276) 
30 Calc. %: C 43,48 H 5,80 N 10,14 
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Tr. %: 43,58 5,82 10,11 

EXEMPLE 3: MISE EN EVIDENCE DE L ACTIVITE ANTIVIRALE DES 
5 COMPOSES OBTENUS AUX EXEMPLES 1 et 2. 

3.1. Preambule 

Les manipulations du materiel infectieux ont ete realisees dans 
10 un laboratoire de haute securite de type L3. De fagon a etre le plus 
proche des conditions physiopathologiques, 1'ensemble des etudes a ete 
mene a 1'aide de cultures primaires de MDM, de CMSP ou de LSP 
obtenus a partir de donneurs de sang sains. 

Dans toutes les experiences, les effets des nouvelles molecules ont 
15 ete compares a ceux des molecules de reference : NAC, ou MEA. 

3.2. Isolement, culture et activation des cellules 

3.2.1. Milieux de culture 

20 Le milieu A est compose de milieu de culture cellulaire RPMI 1640 

(Life Technologies) supplements par 10% de serum de veau foetal (SVF, 
Boehringer Mannheim) decomplemente par la chaleur a 56 °C pendant 
30 min, de 2 mM de L-Glutamine (Boehringer Mannheim), et d'une 
solution a 100 jug/ml de 3 antibiotiques (penicilline, streptomycine, 

25 neomycine; PSN, Life Technologies). Le milieu B est constitue de milieu 
A supplements par 20 Ul/ml d'IL-2 humaine recombinante (Boehringer 
Mannheim). 

3.2.2 Isolement des cellules mononuclees du sang peripherique 
30 Les CMSP sont separees des autres elements figures du sang par 

centrifugation en gradient de ficoll (MSL 2000, Eurobio) : 30 ml de sang, 
d'un donneur sain, dilues au tiers sont deposes sur un coussin de 20 
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ml de ficoll. Apres 20 min de centrifugation a 850 g, l'anneau de CMSP 
est preleve puis lave 2 fois dans du RPMI 1640, apres 10 min de 
centrifugation a 750 g et 5 min a 400 g. 

5 3.2.3. Isolement des monocytes et des lymphocytes 

Les monocytes et les lymphocytes sont isoles a partir des CMSP 
par elutriation a contre-courant selon le protocole decrit par C. Figdor 
et coll. {Cell Biophys. 1983, 5, 105-118). Les deux populations 
cellulaires ainsi separees sont immunophenotypees puis analysees a 

10 l'aide d'un cytometre en flux (FACScan, Becton Dickinson). La purete 
des monocytes et des LSP, ainsi obtenus, est superieure ou egale a 
95%. 

3.2.4. Culture et activation des cellules 

15 Un million de monocytes, dans 1 ml de milieu de culture A, sont 

repartis dans chaque puits d'une plaque de 48 puits (Becton- 
Dickinson). Les monocytes sont laisses a differencier en macrophages 
pendant 7 jours. Les macrophages ainsi differencies sont maintenus en 
culture dans du milieu A. 

20 Pour certaines experiences, les CMSP ainsi que les LSP sont 

actives pendant 48 h par 1 Mg/ml d'un mitogene, la PHA-P (Difco 
Laboratories). Les CMSP et les LSP sont cultives en milieu A 
(quiescentes) ou B (activees). Les cellules sont cultivees a 37 °C, en 
atmosphere saturee en humidite, sous 5% de C0 2 . Les surnageants de 

25 culture sont preleves, et les milieux de culture sont renouveles tous les 
trois ou quatre jours. A chaque renouvellement des milieux de culture, 
la viabilite celluiaire est evaluee par une coloration au bleu Trypan ou 
par une observation microscopique. 



30 
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3.3. Evaluation de Tactivite antivirale de la 1-152 et de ses derives 

3.3.1. Preparation des composes 

Lors de la premiere serie d'e valuation de Tactivite antivirale et lors 
5 de Tetude du mecanisme d 'action de la 1-152, la 1-152 et les produits de 
reference ont ete solubilises dans le milieu A. Les molecules ont ete 
resuspendues a des concentrations stock (NAC : 20 mM, MEA et 
1-152 : 10 mM) et ont ete conservees a -80°C. Les dilutions ont ensuite 
ete preparees extemporanement dans du milieu A. 
10 Lors de la deuxieme serie devaluation de Tactivite antivirale, la I- 

152 et ses derives (insolubles dans le milieu A), ont ete solubilises dans 
le DMSO puis dilues dans du milieu A. La concentration en DMSO au 
cours de cette etude est de 1 ,5%. Les solutions et les dilutions ont ete 
realisees extemporanement afin d'eviter ou de reduire Toxydation de la 
15 1-152, par le DMSO, en son disulfure. 

3.3.2. Virus et infection des cellules 

Les MDM ont ete infectes par l'isolat de reference a tropisme 
macrophagique, VIH-l/Ba-L. Les CMSP et les LSP ont ete infectes par 

20 l'isolat de reference a tropisme lymphocytaire VIH-1-LAI. Les stock 
viraux ont ete constitues en amplifiant in vitro ces souches a 1'aide de 
cellules mononucleees du sang ombilical (CMSO) activees 
prealablement par 1 ng/ml de PHA-P et cultivees dans du milieu A 
supplements par 20 Ul/ml d'IL-2. Afin d'eliminer les facteurs solubles 

25 tels que les cytokines, les surnageants de culture ont ete 
ultracentrifuges a 360 000 g pendant 5 min, et les culots ont ete 
resuspendus dans du RPMI 1640. Les stocks viraux ainsi constitues ont 
ete ensuite titres a Taide de CMSP activees par la PHA-P. Les TCID50 
(50% Tissue Culture Infectious Dose) ont ete calculees en utilisant la 

30 formule de Karber. 

Un million de MDM ont ete infectes par 10 000 TCID50 de la 
souche VIH-l/Ba-L. Cette quantite de virus correspond a une 
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multiplicite d'infection (m.o.i.) egale a 0,01. L'exces de virus est elimine 
24 h apres, en lavant les cellules a l'aide de RPMI 1640. Les LSP et les 
CMSP ont ete infectes par 10 000 TCID50 de la souche VIH-1-LAI (moi = 
0,01). Les cellules sont lavees au terme du deuxieme jour d'infection. 

5 

3.3.3. Dosage de la replication virale dans les surnaeeants de culture 
3.3.3. 1 Dosage de I'activite transcriptase inverse (17) 

La replication virale est mesuree par le dosage de I'activite TI dans 
les surnageants de culture selon la technique decrite par F. Rey et coll. 

10 (Biochem. Biophys. Res. Comm. 1984, 121, 126-133). La radioactivite 
incorporee lors de l'elongation du brin complementaire d'une matrice 
synthetique poly-rA en presence d'une amorce oligo-dTi 2 -i8 et d'un 
substrat radiomarque, la (3H-methyl]thymidine-5'-triphosphate 
(PH]TTP), permet de doser I'activite enzymatique de la TI. 400 nl de 

15 surnageant sont ultracentrifuges a 360 000 g pendant 5 min. La TI est 
liberee par la lyse du culot viral dans 20 nl de NTE-Triton (NaCl 100 
mM, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,1%). Ces 20 pi sont 
ensuite incubes avec 40 pi du melange reactionnel suivant : Tris 62,5 
mM, pH 7,8; KC1 25 mM; MgCh 6,25 mM; dithiothreitol (DTT) 1,25 mM; 

20 poly-rA et oligo-dTi 2 -i 8 2,5 x 10 3 UDO, [ 3 H]TTP 5,55 x 10 3 TBq. Au bout 
d'une heure a 37 °C, la reaction enzymatique est arretee, et les brins 
neosynthetises sont precipites pendant 20 min a 4 °C par l'ajout de 1 
ml de pyrophosphate de sodium (PPNa), de 50 pi d'ADN de levure (0,1 
mg/ml en acide trichloroacetique (TCA) 5%), et de 4 ml de TCA 20%. Le 

25 melange est filtre au moyen d'une membrane d'acetate de cellulose 
(Millipore) qui retient les chalnes poly-dT radiomarquees. Le filtre est 
lave a l'aide de 20 ml de TCA 5%, l'eau residuelle est eliminee par ajout 
de 25 pi d'ethanol a 70%. Le filtre est seche a l'etuve pendant 10 
minutes a 80 0 C puis est introduit dans des fioles contenant 8 ml de 

30 liquide scintillant. La radioactivite p est quantifiee au moyen d'un 
compteur a scintillation (Packard Bell). Les resultats sont exprimes en 
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pM de [ 3 H]-TMP incorporees/h/ml de surnageant ou, plus simplement, 
en cpm/h/ml. 

3.3.3.2 Dosage de la proteine P25 
5 Le dosage de la proteine p25 est effectue a Taide de la trousse 

ELISA de DuPont de Nemours. 200 pi du surnageant de culture a tester 
sont places dans un puits d'une plaque de microtitration. L'ajout de 
20 \x\ de tampon de lyse libere les proteines virales dans le milieu. 
L'antigene libere se fixe a un anticorps monoclonal de souris anti-p25 

!0 immobilise au fond des puits. Apres incubation de 2 h a 37 °C, 3 
lavages a Taide de 5 ml de tampon de lavage sont realises puis 100 \x\ 
d'un anticorps polyclonal biotinyle reagissant avec l'antigene immobilise 
sont incubes pendant 1 h a 37 °C. Une serie de 3 lavages dans le meme 
tampon et avec le meme volume est de nouveau effectuee avant l'ajout 

15 pendant 15 mn a 37 °C de 100 \x\ de conjugue peroxydase de Raifort- 
streptavidine qui permettra d'ampliflier la reaction colorimetrique. Le 
complexe forme est revele, apres 3 lavages a l'aide de 5 ml du tampon 
de lavage de la trousse, par 100 |il de dichlorhydrate d'o- 
phenylenediamine (OPD). Au terme de 30 min d'incubation a la 

20 temperature ambiante, la reaction est arretee par Tajout de 100 \x\ 
d'acide sulfurique 4N. La DO de la coloration ainsi obtenue est lue a 
490 nm. Cette absorbance est directement proportionnelle a la quantite 
d'antigene fixe. La relation lineaire liant la D.O. a la concentration de 
p25 est etablie grace a une gamme etalon realisee a partir d'une 

25 solution de p25 recombinante. 

3.3.4. Analyse des resultats et determination des doses effectrices 50% 
Les doses effectrices 50% (DE50) sont calculees a partir des 

activites TI cumulees en utilisant le logiciel "Dose-effects analysis with 
30 microcomputers" mis au point par J. Chou & T.C. Chou. 

3.3.5. Mesure de la viabilite cellulaire 
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Ces tests sont systematiquement menes en parallele de 
revaluation de l'activite antivirale. Compte-tenu du pouvoir oxydo- 
reducteur des molecules testees, le test au sel de tetrazolium, mesurant 
l'activite des dehydrogenases mitochondriales n'a pu etre utilise. 

5 

3.3.5. J. Mesure a Vaide d'un colorant d'exclusion, le bleu Trypan 

Les cellules non adherentes, comme les CMSP et les LSP, sont 
numerees a liaide d'une cellule de Malassez et d'un colorant 
d'exclusion, le bleu Trypan (BT). 25 jul de la suspension cellulaire sont 
10 ajoutes a 475 \xl de BT. Cette numeration est effectuee apres l'isolement 
des CMSP et des LSP, avant la mise en plaque, et a chaque 
renouvellement du milieu de culture. 

3.3.5.2. Mesure d Vaide d'un colorant vital le rouge neutre 
15 Le rouge neutre (RN) est un colorant vital qui permet de mesurer 

la viabilite des cellules adherentes comme les MDM. 600 pi de 
surnageant de culture sont elimines et remplaces par 400 jil d'une 
solution de RN (0,001% m/v dans du tampon phosphate, PBS, 
Boehringer Mannhein), filtree a 0,45 |im. Les cellules sont incubees 1 h 
20 a 37 ° C, et sont ensuite lavees (2 x 1 ml de PBS). Les cellules sont alors 
lysees a -20 °C avec 200 pi d'un melange d'ethanol a 50% contenant 1% 
d'acide acetique glacial. La DO est mesuree deux fois sur 100 \xl de 
solution a l'aide d'un spectrophotometre. 

25 3,4. Etude du mecanisme d'action de la 1-152 

3.4.1. Quantification des ADN proviraux par PCR 

La 1-152 est constitute de MEA et de NAC qui sont susceptibles 
d'interagir avec les phases precoces du cycle biologique du VIH. A ce 
30 titre, elle est capable de diminuer ^integration du provirus au sein du 
genome cellulaire. Afin de mesurer ces effets, les ADN proviraux ont ete 
quantifies par PCR. Les cellules ont ete lysees a l'aide de 1 ml de la 
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solution de lyse suivante: 10 mM de Tris HC1 pH 8; 100 mM d'EDTA pH 
8; 0,5% de dodecyl sulfate de sodium (SDS); 20 pg/ml de RNase 
pancreatique bovine DNAse-free. 200 jig/ml de proteinase K sont 
ensuite ajoutes a cette suspension. Les ADN ont ete ensuite extraits a 

5 l'aide de 1 ml d'une solution saturee et glacee de phenol, et de 1 ml 
d'une solution de phenol/Chisam. 

Les ADN viraux ont alors ete amplifies au moyen d'amorces 
specifiques du gene gag (SK01/SK39) et d'une gamme etalon de la 
lignee 8E5, lignee chroniquement infectee dont les cellules sont 

10 porteuses d'une copie provirale. Le gene de la S-globine a ete utilise 
comme gene rapporteur afin de s'assurer de la qualite de l'extraction 
d'ADN. 

3.4.2. Test acellulaire de 1'activite enzvmatique de la TI 
15 La molecule 1-152 est constitute de NAC et de MEA qui sont 

susceptibles d'inhiber l'activite de la TI (A. Bergamini et coll. J. Clin. 
Invest 1994, 93, 2251-2257). De ce fait, le pouvoir inhibiteur de la I- 
152 vis a vis de l'activite TI a ete mesure a l'aide d'un test acellulaire. Ce 
test a ete realise selon le protocole decrit precedemment (§ 3.3.3.1.). 
20 Dans le melange reactionnel, seuls les 20 /il d'eau sont remplaces par 
20 pi d'une concentration de 1-152 ou des composes de reference. 
L'heparine, connue pour inhiber Tactivite de la TI et des autres ADN 
polymerases, est utilisee comme controle positif d'inhibition. 

25 3.4.3. Dosage du glutathion total 

La methode de dosage du glutathion (GSH + GSSG) que nous 
avons utilisee est une adaptation, au systeme de culture de MDM, de 
celle decrite par O.W. Griffith et coll. (Anal Biochem. 1980, 106, 207- 
212). Les dosages ont ete realises 24 h apres le debut du traitement par 

30 les differents composes. Un million de cellules sont lavees trois fois en 
PBS, puis lysees par 150 \x\ d'un tampon de lyse (Phosphate 0,1 M pH = 
7,4; NaCl 0,15 M; BSA 0,1%; Azide 0,01%; Triton X-100 0,1%; acide 5*- 
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sulfosalycilique 0,05%). La gamme etalon de raison deux s'echelonne de 
50 pM a 1,5 nM de GSSG ou de GSH. Le test est realise en triplicat. 85 
pi de 0,6 mM de NADPH, 25 nl de 6 mM de DTNB, et 130 pi d'eau pure 
sont rajoutes dans les echantillons. Ces derniers sont incubes a 30°C 

5 pendant 10 min. Au moment de la lecture, 20 nl de GSSG reductase a 1 
U/ml sont ajoutes dans tous les puits. L'absorbance est mesuree au 
long cours a 412 nm. La concentration en glutathion total est ensuite 
determinee par rapport aux valeurs de la courbe d'etalonnage, realisee 
en parallele du dosage, et par 1 'extrapolation au niveau de la partie 

10 lineaire de la courbe. 

EXEMPLE 4: ACTIVITE ANTI-VIH DE LA 1-152 VIS-A-VIS DES 
MACROPHAGES 

15 

4.1. Activite antivirale de la 1-152 vis-a-vis de MDM infectes 
exte mpor ane ment 

4.1.1. Doses effectrices 50, 70 et 90% et cutotoxi cite de la 1-152 
20 Les cellules de la lignee macrophagique jouent un role majeur 

dans les « process » oxydatifs. La molecule pro-GSH, 1-152, a done ete 
testee vis-a-vis de MDM infectes par la souche VIH-l/Ba-L. La 1-152 
apres metabolisation intracellulaire est susceptible de liberer de la NAC, 
de la MEA et de la cysteine (figure 1). 
25 Nous avons compare les activites de la 1-152 a celles de ses deux 

composantes, la NAC et la MEA, dans notre systeme experimental. La I- 
152 possede une forte activite antivirale, superieure a celle de la NAC 
ou de la MEA (Figure 2, Tableau I). Les concentrations inhibitrices de la 
NAC, de la MEA, et de la 1-152 sont respectivement egales a 9,4 mM; 
30 300 nM et 50 uM. A la vue de ces chiffres, la 1-152 apparait done 6 et 
188 fois plus efficace que la MEA et la NAC. Toutefois, ces valeurs ne 
refletent pas l'ecart entre ces trois produits. En effet, aux doses 
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antivirales, la NAC et la MEA sont cytotoxiques alors que la 1-152 ne 
Test pas. Ainsi, la NAC est cytotoxique des 10 ou 15 mM (Figure 3 : NAC 
15 mM : 70% de cytotoxicity; NAC 40 mM : 91%), et la MEA diminue la 
viabilite des MDM de 65% a la concentration de 500 pM (Figure 3). En 
5 revanche, la 1-152 meme a des doses 10 fois superieures a sa dose 
effectrice (DE) 50% n'est pas cytotoxique (Figure 3: 500 pM). 

4.1 .1. 2. Effet de la 1-152 sur la production de la proteine majeure de la 
nucleocapside virale 

10 La replication virale peut etre mesuree dans les surnageants de 

culture en dosant soit Tactivite enzymatique de la TI soit la proteine 
majeure de la nucleocapside virale, p25. Dans les cultures de MDM 
infectes, Inhibition de la production de la proteine p25 est 
concomitante de celle de l'activite TI (Figure 4). Ces resultats confirment 

15 done Tefficacite antivirale de la 1-152. 

4.1.1.3. Effet de la multiplicity d'infection sur Vactivite antivirale de la I- 
152 

Au cours de nos premieres experiences, les cellules etaient 
20 infectees a 1'aide de 10 000 TCID50 (m.o.i. : 0,01). Afin de mesurer les 
effets de la charge virale sur l'activite anti-VIH de la 1-152, les cellules 
ont ete infectees, dans un second temps, a l'aide de 1 000 TCID50 
(m.o.i. : 0,001). 

L'activite antivirale de la 1-152 augmente lorsque la m.o.i. est 
25 diminuee (Figure 5), et la DE s'en trouve diminuee (Tableau II, 3 pM vs . 
50 pM). 

4.1.2. Activite antivirale de la 1-152 vis-a-vis de MDM prealablement 
infectes 

30 Le traitement des cellules 7 jours apres Tinfection, confirme 

l'activite antivirale de la 1-152 (Figure 6). En effet, a la dose de 500 pM, 
la replication virale est eteinte. Toutefois, dans ces conditions 
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experimentales, la dose de 250 pM est inefficace. Ce decalage du 
potentiel inhibiteur, observe entre les differents modes de traitement, 
suggere 1) que la 1-152 inhibe la replication virale en associant 
probablement deux mecanismes : un precoce et un tardif, et 2) qu'a 
5 forte dose (> 500 pM), l'inhibition de la phase tardive du cycle biologique 
est suffisante. 

4.2. Activite antivirale de la M52 dans des cultures primaires de 
lymphocytes et de cellules mononucleees du sang peripherique 

10 

Apres avoir montre l'activite antivirale de la 1-152 vis-a-vis des 
cellules de la lignee macrophagique, ses effets ont ete mesures vis-a-vis 
de lymphocytes du sang peripherique (LSP) et d'une population mixte 
contenant des monocytes/ macrophages et des lymphocytes, les CMSP. 
15 De plus, afin de mesurer les effets de l'activation cellulaire sur l'activite 
antivirale de la 1-152, les cellules ont ete ou non activees par un 
mitogene, la phytohasmagglutinine-P (PHA-P). 

4.2. 1. Viabilite des CMSP et des LSP traites par la 1-152 
20 La viabilite cellulaire a ete mesuree en parallele a l'estimation de 

l'activite antivirale. A chaque renouvellement du milieu de culture, les 
cellules viables ont ete numerees au moyen d'un colorant d'exclusion, le 
Bleu Trypan. Dans les cultures de CMSP et de LSP, la 1-152 n'est pas 
cytotoxique. En effet, la viabilite des lymphocytes n'est pas diminuee 
25 dans les cultures de LSP et de CMSP, et, d'autre part dans ces 
dernieres, lorsque les cellules ne sont pas exposees a la PHA-P, les 
monocytes se differencient en macrophages avec un aspect 
pseudofibroblastique. En revanche, la NAC et la MEA sont cytotoxiques 
pour les deux types cellulaires des les doses de 10 ou 15 mM et 500 jiM, 
30 respectivement. 
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4.2.2 Activite antivirale de la 1-152 vis-a-vis de CMSP quiescentes ou 
activees par la PHA-P, et infectees 

Les CMSP, quiescentes ou activees par la PHA-P, ont ete infectees 
par la souche de reference a tropisme lymphocytaire VIH-1-LAL Toutes 
5 les cultures ont ete menees en parallele, et les drogues ont ete 
maintenues tout au long de la culture. 

Dans les deux populations cellulaires, la MEA et la NAC 
n'inhibent pas la replication virale, aux doses non cytotoxiques 
(Resultats non presentes). Dans les CMSP quiescentes, la 1-152 inhibe 
10 la replication virale de 97 et 88%, respectivement aux doses de 250 et 
125 pM et, dans les CMSP activees, la replication virale est diminuee de 
42 et 25% aux memes doses (Figure 7). 

4.2.3. Activite antivirale de la 1-152 vis-a-vis de LSP quiescents ou 
actives par la PHA-P. et infectes oar la souche VIH-1-LAI 

Comme dans les cultures de CMSP, la MEA et la NAC n'ont pas 
ou peu d 'activite antivirale dans les LSP (Resultats non presentes). En 
revanche, la 1-152 inhibe la replication virale dans les LSP quiescents 
ou actives par la PHA-P (Figure 8). 

4.3. Activite anti-VIH de la 1-152 vis-a-vis de macrophages 
tissulaires 

4.3.1. Isolement des monocytes /macrophages spleniques 
25 La rate est dissequee et tamisee, puis les cellules mononucleees 

sont isolees par un gradient de densite sur un coussin de Ficoll. Les 
monocytes/ macrophages sont obtenus par adherence au plastique. Les 
monocytes ont ete laisses a differencier en macrophages pendant 7 
jours, date a laquelle ils ont ete infectes. 



30 
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4.3.2. Resultats 

Le monocyte /macrophage joue un role deletere dans la 
physiopathologie des infections par le VIH parce qu'il constitue un site 
important de la replication retrovirale au niveau des tissus. Parce que 

5 ces tissus sont peu accessibles a la therapeutique anti-VIH actuelle, 
cette population cellulaire est consideree comme un " reservoir 

La replication retrovirale au sein de cette population cellulaire, et 
done Tefficacite d'une molecule comme la 1-152, est conditionnee, pour 
une part, par le niveau de differentiation cellulaire. II etait done 

10 important de s'assurer de Tefficacite antivirale de la 1-152 dans des 
monocytes/ macrophages dont le degre de maturation est susceptible 
d'etre different de celui des MDM. Nous avons done evalue l'activite 
antivirale de la 1-152 et sa capacite a regenerer le taux intracellulaire de 
GSH dans des macrophages spleniques. Dans cette population 

15 cellulaire, la souche VIH-l/Ba-L se replique egalement a haut bruit. La 
molecule 1-152 s'est averee aussi efficace dans les macrophages 
spleniques humains que dans les macrophages derives des monocytes 
sanguins. En effet, la concentration de 38 pM diminue de 50% la 
replication du VIH dans cette population cellulaire splenique (Tableau 

20 III). De meme, comme dans les macrophages derives des monocytes 
sanguins, la 1-152 augmente le taux intracellulaire de GSH de fagon 
dose-dependante et saturable a partir de 250 pM (Figure 15). II est a 
noter que dans les macrophages spleniques comme dans les 
macrophages derives des monocytes sanguins, Tinfection par le VIH 

25 engendre un deficit en GSH (MDM; Figure 16). 

4.4. Mecanisme d'action de la 1-152 

4.4.1. Effet de la 1-152 sur Integration du genome provira l au sein du 
30 genome cellulaire 

Les experiences de culture cellulaire suggeraient que la 1-152 
inhibait la replication du VIH en associant probablement deux 
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mecanismes, l'un precoce et l'autre tardif. Afin de mesurer les effets de 
cette molecule sur les phases precoces du cycle biologique du VIH, 
Integration du provirus au sein du genome cellulaire a ete quantifiee 
par PCR. La 1-152 inhibe 1 'integration du provirus. Cette inhibition est 
5 largement superieure a celle induite par la NAC ou la MEA. En 
revanche, elle n'est pas totale a la difference de celle induite par 10 nM 
d'AZT (Figure 9). 

4.4.2. Effet de la 1-152 sur l'activite enzvmatique de la TI dans un 

10 svteme acellulaire 

Compte-tenu des resultats precedents et parce que la MEA est 
susceptible d'inhiber l'activite de la TI, les effets de la 1-152 sur l'activite 
de cette enzyme ont ete mesures dans un systeme acellulaire. 
L'experience a ete doublee, et Theparine a ete utilisee comme temoin de 

15 l'inhibition de l'activite de la TI. Dans les deux cas, llieparine a la 
concentration de 1 mg/ml inhibe totalement l'activite TI de Tisolat VIH- 
1-LAI. Cette inhibition est dose-dependante. De meme, la MEA diminue 
de 29 ± 1% (Exp. 1, Figure 10) et 48 ± 4% (Exp. 2 non presentee) a la 
dose de 500 pM. En revanche, la NAC et la 1-152 ne presentent pas 

20 d'activite inhibitrice vis-a-vis de la TI du VIH dans notre systeme 
experimental (Figure 10). Ces resultats confirment que la 1-152, en 
liberant la MEA, peut interagir avec une etape precoce du cycle 
biologique du VIH. 

25 4.4.3. Effet de la 1-152 sur la concentration intracellulaire du glutathion 
Les effets tardifs de la 1-152 sont probablement la consequence 
plus directe de son activite pro-glutathion. Afin de s'assurer de cette 
activite dans les lymphocytes et les macrophages, les concentrations 
intracellulaires de glutathion total (GSH + GSSG) ont ete determinees 

30 dans les cultures de CMSP (Figure 11). Des deux molecules de 
reference, la NAC possede la meilleure capacite a augmenter le taux 
intracellulaire de glutathion dans les CMSP quiescentes. En effet, la 



WO 00/73266 



- 87- 



PCT/FR00/01447 



MEA ne module pas significativement le taux intracellulaire de 
glutathion, tout du moins aux doses testees. Dans nos experiences, les 
doses utilisees de NAC sont plus elevees que celles de MEA, ceci peut 
expliquer la difference observee dans le taux intracellulaire de 
5 glutathion. 

La 1-152 augmente le taux intracellulaire de glutathion. Cette 
augmentation suit une courbe en cloche avec un optimum a 25 et 125 
M M. La dose de 125 jiM de 1-152 augmente la concentration cellulaire 
jusqu'a 2,64 ± 0,13 pM. Cette concentration intracellulaire est 

10 equivalente a celle obtenue avec la dose de 15 mM de NAC. En 
considerant les concentrations de molecules supplemental le milieu de 
culture, la 1-152 est 120 fois plus active que la NAC. II est a noter que 
les concentrations intracellulaires de glutathion diminuent aux fortes 
concentrations, tout du moins pour la MEA (500 pM) et la 1-152 (250 

15 nM). Ce phenomene est probablement la consequence des processus de 
regulation du glutathion. 

4.5. Activite antivirale des derives S-acyles de la 1-152: 1-176, I- 
177, 1-178 vis-a-vis des MDM infectes extemporanement 



20 



Lors d'une deuxieme serie d'experiences, les activites 
antiretrovirales des derives de la 1-152 ont ete testees vis-a-vis des MDM 
infectes par la souche VIH-l/Ba-L (Figure 12). Ces molecules sont 
lipophiles et ont done ete solublisees dans du dimethyl sulfoxyde 
25 (DMSO) puis diluees. La 1-152, servant de reference, a ete traitee de la 
meme facon. Dans ces conditions experimentales, la 1-152 s'est averee 
la plus efficace a inhiber la replication virale. Toutefois, il est a noter 
que le DMSO diminue son efficacite antivirale, et que l'ecart type est 
important car l'activite antivirale a ete diminuee sur deux des trois 
puits du triplicat de culture. Le compose 1-176 est legerement toxique a 
150 iiM, ceci peut expliquer aussi la variability au sein du triplicat de 
culture et la taille de l'ecart-type observe. A ce jour, aucun des derives 



30 
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S-acyles n'a montre, in vitro, une activite superieure a celle de la 
molecule mere. Neanmoins, les 1-177 et 178 ont des activities proches de 
la 1-152 et, compte-tenu de Timportance de cette derniere, ces deux 
molecules, plus lipophiles, sont a retenir. Elle peuvent presenter des 
5 avantages dans le cas d 'experimentations cliniques. En effet, elles sont 
susceptibles d'avoir des formes galeniques et des modes 
d'administrations differents de ceux de la 1-152. 

10 EXEMPLE 5 : EFFET DE LA 1-152 SUR LA CONCENTRATION 
INTRACELLULAIRE DU GSH 

5.1. Materiels et methodes 

15 A Texception de materiels et methodes presentes ci-apres, les 

modes operatoires sont semblables a ceux decrits dans les precedents 
exemples. 

Le GSH intracellulaire a ete dose au moyen de la trousse de 
dosage commercialisee par la Societe Cayman. Cette methode de dosage 
20 du glutathion est une adaptation de celle decrite par O.W. Griffith et al 
(1980). 

Le compose 1-152 et ses derives sont prepares extemporanement 
en etant solubilises dans du dimethylsulfoxyde (DMSO) a la 
concentration de 100 mM. lis sont ensuite stockes a -20°C apres avoir 
25 ete dilues 10 fois dans du tampon phosphate (PBS). 

5.2. Resultats 

Les effets du compose 1-152 a augmenter la concentration 
30 intracellulaire de GSH ont ete demontres dans des cellules non 
exposees a un stress oxydatif. Les resultats presents montrent que cette 
molecule est egalement capable de regenerer un taux intracellulaire 
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anormalement bas. En effet, infection des macrophages derives des 
monocytes sanguins (MDM) humains engendre un deficit intracellular 
de GSH (Figure 13); ce deficit s'accompagne d'une augmentation de 
l'expression des enzymes impliquees dans le maintien de ce taux et 
5 d'une augmentation du 8 iso-prostane, temoin d'un stress oxydant 
(resultats non presentes). 



EXEMPLE 6 : EFFET DE LA M52 SUR LA SYNTHESE 
I o MACROPHAGIQUE DE TNF-a 

6,1- Materiels et methodes 

A l'exception de materiels et methodes presentes ci-apres, les 
15 modes operatoires sont semblables a ceux decrits dans les precedents 
exemples. 

La synthese du facteur necrosant des tumeurs (TNF-a) a ete 
quantifiee dans les surnageants de culture de MDM a l'aide de la 
trousse colorimetrique commercialisee par la Societe Cayman. 
20 Le compose 1-152 et ses derives sont prepares extemporanement 

en etant solubilises dans du dimethylsulfoxyde (DMSO) a la 
concentration de 100 mM. lis sont ensuite stockes a -20°C apres avoir 
ete dilues 10 fois dans du tampon phosphate (PBS). 

25 6.2. Resultats 

Le facteur necrosant des tumeurs (TNF)-a comme les elements 
radicalaires oxygenes ou azotes joue un role majeur dans les processus 
apoptotiques associes a Tinfection par le VIH. De plus, les elements 
radicalaires peuvent favoriser la synthese de cette cytokine pro- 
30 inflammatoire. De ce fait, les effets de la 1-152 a diminuer la synthese 
du TNF-a ont done ete recherches dans les MDM stimules par un 
lipopolysaccharide bacterien et l'interferon (IFN)-y. Le compose 1-152 
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inhibe la syn these de TNF-a et augmente la concentration de GSH dans 
ces conditions experimen tales (Figure 14). 

5 EXEMPLE 7 : POTENTIALISATION DE L'ACTIVITE ANTI- 
RETROVTRALE DE L'AZT PAR LE COMPOSE 1-152 

7.1. Materiels et methodes 

10 A Texception de materiels et methodes presentes ci-apres, les 

modes operatoires sont semblables a ceux decrits dans les precedents 
exemples. 

La replication virale a ete mesuree en dosant Factivite 
transcriptase inverse dans les surnageants de culture a Taide de la 
15 trousse RetroSys de la societe Innovagen en respectant les 
recommandations de la Societe. 

Le compose 1-152 et ses derives sont prepares extemporanement 
en etant solubilises dans du dimethylsulfoxyde (DMSO) a la 
concentration de 100 mM. lis sont ensuite stockes a -20°C apres avoir 
20 ete dilues 10 fois dans du tampon phosphate (PBS). 

7.2, Resultats 

Les composes pro-GSH de la " famille 1-152 " sont de preference 
25 administres comme therapeutique adjuvante aux antiretroviraux 
actuels. Les inventeurs ont done cherche a mesurer in vitro les effets de 
1-152 vis-a-vis de Tefficacite anti-VIH de ces molecules. Cette etude a ete 
realisee au moyen de macrophages derives des monocytes sanguins 
humains infectes par la souche VIH-l/Ba-L, et selon la methodologie 
30 decrite par J. et TC. Chou pour quantifier les effets synergiques, additifs 
ou antagonistes entre deux molecules. 
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Dans notre modele experimental, le compose 1-152 potentialise 
l'activite anti-VIH de l'AZT. En effet, l'indice de combinaison (IC) est 
inferieur a 1 ce qui temoigne d'une synergie entre les deux composes 
testes (Figure 17). 

EXEMPLE 8 : ACTIVITE ANTI-RETROVIRALE DES ANALOGUES 
ACYLES DE LA M52 OU DE SES DERIVES 

8.1. Materiels et methodes 

A ^exception de materiels et methodes presentes ci-apres, les 
modes operatoires sont semblables a ceux decrits dans les precedents 
exemples. 

Les doses effectrices 50% (DE50) sont calculees a partir des 
activites TI cumulees en utilisant le logiciel "Dose-effects analysis with 
microcomputers" mis au point par J. Chou 86 T.C. Chou. 

Le compose 1-152 et ses derives sont prepares extemporanement 
en etant solubilises dans du dimethylsulfoxyde (DMSO) a la 
concentration de 100 mM. Us sont ensuite stockes a -20°C apres avoir 
ete dilues 10 fois dans du tampon phosphate (PBS). 

8.2. Resultats 

L'activite anti-VIH d\me vingtaine de derives de la 1-152, en plus 
de celle des composes S-acyles 1-176, 1-177 et 1-178, a ete evaluee dans 
le systeme de MDM infectes in vitro par la souche VIH-l/Ba-L. Ces 
composes cherchaient, pour une part, a etre plus lipophiles; ils sont 
ainsi susceptibles de permettre des formes galeniques et des modes 
d'administrations differents de ceux de 1-152. D'autre part, ces derives 
constituent le premier maillon de l'etude de structure-activite qui doit 
permettre d'identifier les residus importants dans Tactivite de cette 
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famille de composes. Les solutions " stocks " de ces composes ont ete 
soniques afm d'ameliorer la solubilite des produits. 

Neuf composes ont demontre une activite antivirale significative 
du meme ordre que celle de la 1-152 (Tableaux IV et V). Les valeurs 
obtenues avec le compose 1-152, presentees dans ces deux tableaux, 
illustrent parfaitement la reproductibilte des effets anti-VIH de la 1-152 
d'une experience a l'autre et d'un donneur de cellules a l'autre. En effet, 
les valeurs presentees dans le tableau III sont issues d'une premiere 
experience realisee a Taide des cellules d'un donneur, et celles 
presentees dans le tableau IV, d'une seconde experience realisee a l'aide 
des cellules d'un autre donneur. 

En conclusion, le compose 1-152 ou Tun de ses analogues ou de 
ses derives constitue une excellente therapeutique adjuvante aux 
antiretroviraux actuels tels que 1'AZT et eventuellement aux autres 
classes de molecules antiretrovirales actuellement utilisees en clinique 
humaine (i.e. les inhibiteurs non-nucleosidiques de la transcriptase 
inverse et les inhibiteurs de la protease virale) en etant capable de 
reorganiser aussi bien les atteintes du systeme immunitaire que celles 
du metabolisme oxydatif. De plus, ces resultats ont mis en evidence les 
activites biologiques d'autres molecules derivees et/ou analogues de la 
1-152 objet de la presente invention; ce qui constitue dorenavant une 
famille de molecules biologiquement actives et potentiellement 
utilisables comme therapie. 

La capacite a augmenter le taiox intracellulaire de GSH et 
egalement a regenerer ce tri-peptide dans des conditions de stress ou 
des molecules de reference comme la NAC et la MEA sont inefficaces, 
est egalement tres interessante. Ces puissantes activites, anti-oxydante 
et probablement anti-apoptotique (si Ton considere que les elements 
radicalaires et le TNF-ct jouent un role majeur dans ces processus 
deleteres), sont en faveur d'un developpement du compose 1-152 dans 
d'autres situations non-infectieuses. 
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REVENDICATIONS 



1/ Composes de formule generate: 



R-CO-HN 



O 




S-CO-R' 



R"-S 



(I) 

dans laquelle : 

10 - R et R 9 representent independamment un radical alkyle en C1-C7, 
lineaire ou ramifie, ou un groupe aryle non substitue ou substitue 
par un ou plusieurs radicaux choisis parmi les halogenes, les 
radicaux alkyles en C1-C3 lineaires ou ramifies, et les radicaux -OH ; 
- R" est lTiydrogene ou un groupe CO-R 1 dans lequel R 1 est un radical 

15 alkyle en C1-C7 lineaire ou ramifie, ou un groupe aryle non substitue 
ou substitue par un ou plusieurs radicaux choisis parmi les 
halogenes, les radicaux alkyles en C1-C3 lineaires ou ramifies, et les 
radicaux -OH ; 

ainsi que les dimeres formes par un pont disulfure a partir de Tun 
20 et/ou l'autre des deux atomes de soufre des composes de formule 
generate I constitue par les radicaux R" ou par les radicaux R'CO- des 
deux molecules ainsi que les formes thiazolidines correspondantes. 

2/ Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que R est un 
25 groupe methyle (-CH3). 

3/ Composes selon la revendication 2 caracterises en ce que R' est un 
groupe methyle (-CH3). 
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4/ Compose selon la revendication 3 caracterise en ce que R" est 
l'hydrogene (Compose N-(N-acetyl-L-cysteinyl)-S-acetylcysteamine). 

5 5/ Compose selon la revendication 3 caracterise en ce que R" est un 
groupe acetyle (-COCH3) (Compose N-(N,S-Bis-acetyl-L-cysteinyl)-S- 
acetylcysteamine) . 

6/ Compose selon la revendication 3 caracterise en ce que R" est un 
10 groupe isobutyryle (-COCH(CH 3 )2) (Compose N-(N-acetyl-S-isobutyryl-L- 
cysteinyl)-S-acetylcysteamine) . 

7 / Compose selon la revendication 3 caracterise en ce que R" est un 
groupe pivaloyle (-COC(CH 3 )3) (Compose N-(N-acetyl-S-pivaloyl-L- 
15 cysteinyl)-S-acetylcysteamine) . 

8/ Compose selon la revendication 2 caracterise en ce que R' est 
selectionne parmi le groupe isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ), tertiobutyle (- 
C(CH 3 )3) et phenyle (-C 6 H 5 ). 

20 

9/ Compose selon la revendication 8 caracterise en ce que R" est 
selectionne parmi l'hydrogene (-H), le groupe acetyle (-COCH 3 ), le 
groupe isobutyryle (-COCH(CH 3 ) 2 ), le groupe pivaloyle (-COC(CH 3 ) 3 ), le 
groupe benzoyle (-CO-CeHs). 

25 

10/ Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que R est un 
groupe isopropyle (-CH(CH 3 )2). 

11/ Compose selon la revendication 10 caracterise en ce que R' est 
30 selectionne parmi le groupe methyle (-CH3), isopropyle (-CH(CH 3 ) 2 ), 
tertiobutyle (-C(CH 3 )) et phenyle (-CeHs). 
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12/ Compose selon la revendication 11 caracterise en ce que R" est 
selectionne parmi lTiydrogene (-H), le groupe acetyle (-COCH3), le 
groupe isobutyryle (-COCH(CH 3 )2), le groupe pivaloyle (-COC(CH 3 )3), le 
groupe benzoyle {-CO-C6H5). 

5 

13/ Compose selon la revendication 8 caracterise en ce que R" est le 
groupe trityle. 

14/ Compose selon la revendication 11 caracterise en ce que R" est le 
10 groupe trityle. 

15/ Compose selon la revendication 1 a 14 caracterise en ce qu'il est 
sous forme thiazolidine. 

15 16/ Procede de preparation d'un compose selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 14 caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes: 

a) Protection.de la N-acyl-L-cysteine pour fournir le compose N- 
acyl-S-trityl-L-cysteine ; puis 
20 b)Couplage de la N-acyl-S-trityl-L-cysteine protegee avec le 

chlorhydrate de S-acylcysteamine pour fournir le compose N- 
(N-acyl-S-trityl-L-cysteinyl)-S-acylcysteamine. 

17/ Procede de preparation d'un compose selon la revendication 15 
25 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Protection de la N-acyl-L-cysteine pour fournir le compose N- 
acyl-S-trityl-L-cysteine ; puis 

b) Couplage de la N-acyl-S-trityl-L-cysteine protegee avec la 
thiazolidine. 
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18/ Procede selon les revendications 16 et 17 pour la preparation d*un 
compose selon les revendications 1 a 12 et 15 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre les etapes suivantes: 

c) Deprotection dudit compose obtenu a ladite etape b) ; puis 

d) Liberation du thiol libre de formule I. 

19/ Procede selon les revendications 16 et 18 pour la preparation du 
compose selon la revendication 4 caracterise en ce que ledit compose N- 
acyl-S-trityl-L-cysteine de l'etape a) est le compose N-acetyl-S-trityl-L- 
cysteine et que ledit chlorhydrate de S-acylcysteamine de l'etape b) est 
le chlorhydrate de S-acetylcysteamine. 

20/ Procede selon la revendication 18 pour la preparation d'un compose 
selon les revendications 1 a 3, 5 a 12 et 15 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une etape e) de S-acylation. 

21/ Procede de preparation d'un compose selon la revendication 1 dans 
lequel R = R' et R" est un hydrogene et caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes: 

a) Esterification de la fonction carboxylique de la N-Boc-L-serine (1) par 

la N-hydroxysuccinimide dans du N, N-dimethylformamide (DMF) 
en presence de 1 ,3-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) pour former 
l'ester actif (1'); puis, 

b) Condensation in situ de Tester actif forme (l 1 ) avec Tethanolamine 
(2) pour fournir le compose N-(N-Boc-L-seryl)-2-aminoethanol (3); 
puis, 

c) Reaction de Mitsunobu sur le compose (3) avec de la 
triphenylphosphine et du diisopropyl azodicarboxyiate en presence 
d acide thiocarboxylique dans le tetrahydrofuranne pour fournir le 
compose N-(N-Boc-S-acyl-L-cysteinyl)-S-acylcysteamine (4); puis, 

d) Deprotection du compose (4) avec l'acide trifluoroacetique. 
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22/ Procede selon la revendication 21 pour la preparation du compose 
selon la revendication 4 caracterise en ce que ledit acide 
thiocarboxylique de l'etape c) est l'acide thioacetique. 

23/ Procede de preparation des composes selon les revendications 1 a 
3, 5 a 12 par S-acylation du compose de la revendication 4 en solution 
dans la pyridine en presence d'un anhydride R2O ou d'un chlorure 
d'acide R-Cl caracterise en ce que R est choisi dans le groupe CO-R 1 
dans lequel R 1 est un radical alkyle en C1-C7, lineaire ou ramifie ou un 
groupe aryle substitue ou non par un ou plusieurs atomes d'halogenes. 

24/ Procede de preparation du compose selon la revendication 5 par S- 
acylation du compose de la revendication 4 en solution dans la pyridine 
en presence d'anhydride acetique. 

25/ Procede de preparation du compose selon la revendication 6 par S- 
acylation du compose de la revendication 4 en solution dans la pyridine 
en presence de chlorure d'isobutyryle. 

26/ Procede de preparation du compose selon la revendication 7 par S- 
acylation du compose de la revendication 4 en solution dans la pyridine 
en presence de chlorure de pivaloyle. 

27/ Precurseur d'un compose intervenant dans la voie de biosyn these 
du glutathion caracterise en ce qu'il s'agit d'un compose selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 15. 

28/ Utilisation des composes selon Tune quelconque des revendications 
1 a 15 pour la preparation d'un produit intervenant dans la voie de 
biosynthese du glutathion. 
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29/ Utilisation selon la revendication 28 caracterisee en ce que ledit 
produit est choisi dans le groupe forme par la N-acetyl-L-cysteine, la 
cysteamine, la L-cysteine. 

30/ Utilisation d'un compose selon l'une quelconque des revendications 
1 a 15 en tant qu'agent antioxydant. 

31/ Compose selon l'une des revendications 1 a 15 a titre de 
medicament. 

32/ Compose selon l'une des revendications 1 a 15 a titre de 
medicament destine a augmenter le taux intracellulaire et/ou 
extracellulaire de glutathion. 

33 / Utilisation d'un compose selon l'une quelconque des revendications 
1 a 15 pour la preparation de medicament destine a augmenter le taux 
intracellulaire et/ou extracellulaire de glutathion. 

34/ Composition pharmaceutique, notamment dermatologique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une quantite efficace d'un compose 
selon l'une des revendications 1 a 15 et un vehicule 
pharmaceuuquement acceptable. 

35/ Utilisation d'un compose selon l'une des revendications 1 a 15 pour 
la preparation d'un medicament ou d'une composition pharmaceutique 
selon la revendication 34 pour le traitement et/ou la prevention de 
pathologies ou de troubles lies a une depletion en glutathion intra et/ou 
extracellulaire. 

36/ Utilisation selon la revendication 35 caracterisee en ce que lesdites 
pathologies sont choisies parmi les infections virales, les infections 
bacteriennes, les infections parasitaires, les maladies du tractus 
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respiratoire, les maladies neurodegeneratives, les maladies auto- 
immunes, les maladies cardio-vasculaires, les cancers, les maladies du 
systeme immunitaire, le diabete, et de preference le diabete de type I, 
les pathologies ophtalmiques, les maladies dermatologiques. 

5 

37 / Utilisation selon la revendication 36 caracterisee en ce que lesdites 
pathologies sont les infections virales. 

38/ Utilisation selon les revendications 36 et 37 caracterisee en ce que 
10 lesdites infections virales sont des infections causees par les virus a 
ADN et les virus a ARN, plus particulierement par les virus retroldes, 
plus particulierement le virus de Hmmunodeficience humaine (VIH) et 
de maniere preferee le virus de rimmunodeficience humaine de type 1 
(VIH-1). 

15 

39/ Utilisation selon les revendications 36 a 38 caracterisee en ce que 
ledit compose est le compose selon la revendication 4. 

40 / Utilisation selon les revendications 36 a 38 caracterisee en ce que 
20 ledit compose est le compose selon Tune des revendications 5 a 15. 

41/ Composition pharmaceutique pour le traitement preventif et curatif 
du SIDA et des atteintes tissulaires associees caracterisee en ce qu'elle 
contient une quantite therapeutiquement efficace d'un compose selon 
25 les revendications 1 a 15 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

42/Produit comprenant au moins un compose selon Tune des 
revendications 1 a 15 et au moins un inhibiteur de la transcriptase 
30 inverse comme produit de combinaison pour une utilisation simultanee, 
separee ou etalee dans le temps en therapie antivirale. 
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43/ Produit selon la revendication 42, caracterisee en ce que ledit 
inhibiteur de la transcriptase inverse est choisi par exemple parmi le 3'- 
azido-3'desoxythymidine (AZT), le 2',3'-didesoxyinosine (ddl), le 2',3'- 
didesoxycytidine (ddC), le (-)2 1 ,3'-didesoxy-3'-thiacytidine (3TC), le 2',3'- 
dideshydro-2',3'didesoxymymidine (d4T) et le (-)2'-desoxy-5-fluoro-3'- 
thiacytidine (FTC), le TIBO, le HEPT, le TSAO, l'a-APA, la nevirapine, le 
BAHP, l'acide phosphonoformique (PFA). 

44/ Utilisation selon la revendication 35 caracterisee en ce que lesdites 
pathologies sont des maladies cardio-vasculaires choisies de preference 
parmi le groupe compose de l'hypertension arterielle, de 
l'arteriosclerose, des ischemics cerebrates, des ischemies cardiaques, 
des arythmies ventriculaires, des fibrillations ventriculaires, de 
I'infarctus du myocarde. 

45/ Utilisation selon la revendication 35 caracterisee en ce que lesdites 
pathologies sont les pathologies ophtalmiques, notamment la cataracte. 

46/ Utilisation selon la revendication 35 caracterisee en ce que lesdites 
pathologies sont des maladies du tractus respiratoire, notamment 
l'emphyseme pulmonaire, la fibrose pulmonaire idiopathique, la 
mucoviscidose, la bronchite chronique, la bronchite aigue, le syndrome 
de detresse respiratoire de l'adulte. 

47/ Utilisation d'un compose selon l'une quelconque des revendications 
1 a 15 pour la preparation d'un medicament ou d'une composition 
pharmaceutique selon la revendication 34 destines au traitement 
preventif et/ou curatif des pertes auditives liees au bruit. 

48/ Utilisation d'un compose selon l'une quelconques des 
revendications 1 a 15 pour la preparation d'un medicament ou d'une 
composition pharmaceutique selon la revendication 34 destines au 
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traitement des empoisonnements lies a 1' administration par voie orale 
ou parenterale, en surdose ou non, de substances choisies de 
preference parmi le groupe compose de l'acetaminophene, les nitrites, 
1'ethanol, l'acrylonitrile, les metaux lourds et plus particulierement Tor, 
l'argent, le mercure. 

49/ Utilisation selon la revendication 30 d'un compose selon Tune des 
revendications 1 a 15 dans le domaine de la cosmetique. 

50/ Utilisation selon la revendication 49 pour: 

(i) prevenir, effacer et traiter les rides, les ridules de la peau; et/ou 

(ii) lutter contre le relachement cutane et/ou sous cutane; et/ou 

(iii) ameliorer la texture de la peau et raviver l'eclat de la peau; et/ou 

(iv) eliminer les poils indesires de la peau; et/ou 

(v) diminuer les tailles des pores de la peau; et/ou 

(vi) deformer en permanence les cheveux. 

51/ Composition cosmetique pour le traitement de la peau et/ou des 
cheveux et/ou des poils caracterisee en ce qu'elle contient un compose 
selon l'une des revendications 1 a 15 et un excipient cosmetiquement 
acceptable. 

52/ Procede de traitement cosmetique de la peau pour prevenir, effacer 
et traiter les rides, les ridules de la peau et/ou lutter contre le 
relachement cutane et/ou sous cutane et/ou ameliorer la texture de la 
peau et raviver l'eclat de la peau et/ou eliminer les poils indesires de la 
peau et/ou diminuer les tailles des pores de la peau comprenant 
1' application sur la peau d'une composition cosmetique selon la 
revendication 5 1 . 
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53/ Precede de traitement cosmetique des cheveux pour la deformation 
permanente des cheveux, comprenant Implication sur les cheveux 
d'une composition cosmetique selon la revendication 51. 

54/ Utilisation selon la revendication 30 dans Industrie 
agroalimentaire et notamment pour la conservation des proprietes 
organoleptiques et nutritionnelles des boissons notamment des jus de 
fruit et/ou des aliments. 
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TABLEAU I 



NAC MEA 1-152 
mM Pre-Tt Pre-Tt Pre-Tt 



DE50 9,4 mM 300 pM 50 pM 
DE70 1 1 mM 400 pM 100 pM 
DE90 14 mM 600 pM 250 pM 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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TABLEAU II 
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